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Abstract of wool 32890 

The invention relates to proteins which have an enzymatic activity for hydrolysing L-pantolactone. The 
invention also relates to nucleic acids that code for these proteins, to nucleic acid constructs, to vectors, 
to genetically modified micro-organisms and to a method for producing D-pantolactone. 
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(57) Zusammenfieuuung: Die vorUegende Erfindiihg betrifit Pioteine, die eine enzymatische Aktivitat zur Hydrolyse von L-Panto- 
lacton aufweisen. Die Erfindung betrifit weiterfain NukleinsSinen, die fOr diese Ptoteine codieien, Nucleinsaurekonstnikte, Vectoren, 
genetisch ver^nderte Mikxoofganismen sowie ein VeifEihien zur Herstellung von D-Pantolacton. 
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L-Pantolacton-Hydrolase und ein Verfahren zur Herstellung von 
D-Pantolacton 

5 Beschreibvmg 

Die vorliegende Erfindung betrifft Proteine, die eine 

enzymatische Aktivitat zur Hydrolyse von L-Pantolacton auf - 
,« T-^'^T' betrifft weiterhin NukleinsSuren. die 

10 fur dxese Proteine codieren. Nucleinsaurekonstrukte, Vectoren 

genetxsch verSnderte Mikroorganismen sowie ein Verfahren zur ' 

Herstellung von D-Pantolacton. 

D-Pantolacton ist eine Vorstufe in der chemischen Synthese bzw 
15 Bxosynthese von PantothensSure , Panthenol und Pantethein und 
deren Derivate. Diese werden als VitaiainzusStze in der mensch- 
Ixchen Ernahrung, im Tierfutter, in der Medizin beispielsweise 
ftir dxe Wundheilung und in der Kosmetik beispielsweise in der 
Haarkosmetik eingesetzt. Wirtschaf tliche Verfahren zur Synthese 
20 von enantiomerenreinem D-Pantolacton sind daher von groiSer 

Bedeutung Neben den seit langem ausgeubten chemischen Verfahren 
zur Herstellung von D-Pantclacton wurden in jOngerer Zeit auch 
verschiedene biotechnologische Verfahren bearbeitet. Eine Uber- 
sxcht tiber Pantolacton und seine chemische Synthese ist Ullmann'. 
25 Encyclopedia of Industrial Chemistry (Vol. A27, 1996, VCH Ver- 
lagsgesellschaft mbH, 69451 Weinheim, Seite 559-566) zu ent- 
nehmen. / 

Far die biotechnologische Synthese von Pantolacton wurden ver- 
30 schiedenen Synthesestrategien verfolgt. 

Eine Racematspaltung durch selektive Hydrolyse von O-Acetyl- 
Pantolacton mittels Lipasen oder Esterasen wird von Glanzer 

^""^^^ Microb. Technol. 10, 689-690) beschrieben. 
35 Eine derartige Racematspaltung wird in den Schutzrechten 

DE 40 05 150 und EP-A-0 507 278 beansprucht. Die erreichbare 
Enantiomerenreinheit ist fiir eine technische Nutzung bei diesem 
Verfahren ungeniigend. 

40 Von Degussa wird die Herstellung von Pantolacton mit dem Enzym 
Oxinitrilase ausgehend von Hydroxypivalaldehyd und BlausSure 
uber optisch reines Hydroxypivalaldehydcyanhydrin beschrieben 
(DE 41 26 580, EP-A-0 528 256, DE 41 39 987). In dieser 
Reaktion sind theoretisch 100 % Ausbeute zu erreichen. Nach- 

45 ten dieser Reaktion ist der hohe Enzymbedarf (aquimolare Mengen 
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Enzym : Subs t rat) sowie die relativ geringe Enantiomerenreinheit 
des Produkts (max. 82 % ee) . 

In CTP 47019745 wird die Synthese von D-Pantolacton mit Hilfe 
5 von Arthrobacter , BrevibacteriuiUi Bacillus oder Corynebacteriuin 
beschrieben. In der Reaktion setzen die genannten Organismen 
racemisches Pantolacton zu D-Pantolacton um, in dem sie das 
li-Pantolacton verstof fwechseln. Nachteil dieses Verfaliren ist, 
daS die HSlfte des Edukts verstoffwechselt: wird xmd damit ver- 
10 loren ist. 

Mitsubishi Chemical Ind. und Ube Ind. haben Verfahren zur 
Herstellung von D-Pantolacton aus D, L-Pantolacton beansprucht 
(JP 6067320, JP 62294092, JP 62294096, JP 57152895). In 

15 diesen Verfahren werden L-Pantolacton-Hydrolasen aus den Hefen 
Rhodothorula, Sporidiobolus xind Sterigrnatomyces beschrieben. Aus 
heutiger Sicht (siehe Yaxnada & Shimizu, Ann.N. Y.Acad. Sci . 672 
[1992] in Enzyme Eng. XI, Clark et al., 372-386; Chimia, 47, 
1993: 5-10, JP 62187426; JP 61293384; JP 61293386; Angew. Chem. 

20 Int. Ed. Engl. 27, 1988: 622-642, Chemical Aspects of Enzyme 

Biotechnology, eds . T.O. Baldwin et al . , Plenum Press, New York, 
1990: 151-163) bestatigt durch eigene Arbeiten scheint die di- 
rekte Hydrolyse des L-Pantolactons in diesen Hefen jedoch 
zweifelhaft. Die Reaktion verlauft vielmehr iiber das Ketopanto- 

25 lac ton, das durch die Ketopantoat-Oxidoreduktasen zum L- Panto- 
lacton umgesetzt wird. In eigenen Arbeiten konnte das Ketopanto- 
lac ton als Zwischenstuf e nachgewiesen werden, das heifit es er- 
folgt keine direkte Hydrolyse zum L-Pantolacton. Nachteil dieses 
Verfahrens ist die geringe Pantolacton-Konzentration, die im Ver- 

30 fahren umgesetzt werden kann. 

Diese Reaktion uber Ketopantolacton- und Ketopantoat-Oxido- 
reduktasen wurde auch fiir Bakterien beschrieben (z.B, Yamada 
Sc Shimizu, s.o.; Shimizu et al . , 1988, J. Biol. Chem. 263, 

35 12077-12084, Kataoka et al . 1992, Eur. J. Biochem. 204, 799-806). 
Entsprechende Verfahren zur enantioselektiven Synthese von 
D-Pantolacton aus D, L-Pantolacton via Ketopantolacton und Keto- 
pantoat haben zwar den Vorteil einer hohen Ausbeute (theoretisch 
100 %, 90,5 % erreicht mit Rhodococcus s.u.), sind jedoch wegen 

40 des Cof aktorbedarf s (NADH oder NADPH) , der Zufiitterung eines 
Energiesubstrates (Glucose) , der niedrigen Raum-Zeit-Ausbeute 
und der geringen Endkonzentrationen (18,2-72 g/1 D-Pantolacton) 
nicht wirtschaf tlich, Desweiteren ist ein solches Verfahren 
dadurch benachteiligt , daS die beiden beteiligten Enzyme i.d.R. 

45 verschiedene Optima fur die Umsatzbedingungen aufweisen, ein 
Problem, das bei Verwend\mg eines einzigen (hydrolytischen) 
Enzyms entf^llt. 



WO0iy32890 

PCT/EPOO/10320 

Hydrolase >l::L^vI^s":i,°"/:r'^'.''^^°-^'""^'"°''- 

« 1998. P.OC. Natl. Acad. s=i . USA. 9 5 "2 ^l, ' , avs^f'^ 

bid. Biotechnol. 1995. 44- 333-338) k!' "^^^""^^P^^- Micro- 
25 die nahe oder uber pH 7 lieJn I ^^^^chrxeben. Bei pH-Werten, 

reinheiten erzie" da dtl ^eringere Enantiomeren- 

die Enantiomerenreinheit des Produ^.T k " ""^ ^° 

PH-Wert fiir die Herstelluna T ^^^^^'^^^^^^ ^Is optimaler 

30 lactons wird x,H 5 " k """^^^^^^^ enantiomer-enreinen D-Panto- 

1993: 5-ini ^oiraerxacn (Yamada, H. Chimia 47. 



35 



und/oder daE sie n^^ llTl 3^ri„gan optischea Ral„h.ic fahran 
Dies fdhrt zu"rrts=Jf« • r""^" Haum-Zeit-Ausbauten ablaufen. 

schaftUchen bio«=h„olo|ischL vS2:r,::°S,"°^J=;;-' 
D-Pantolacton das die ^J-^ixren zur Herstellung von 

r::.:-:::r:.s:rS£H~ 
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Es bestand daher die AufgalDe, ein einf aches, wirtschaf tliches 
Verfahren zur Herstellung von D-Pantolacton ziir Verfiigimg zu 
stellen. Diese Aufgabe wurde durch eine isolierte Nukleinsaure- 
sequenz gelost, die fur ein Polypeptid mit L-Pantolacton-Hydrola- 
5 seaktivit^t codiert, ausgewsLhlt aiis der Gruppe: 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 1 dar- 
gestellten Sequenz, 

10 b) Nukleinsauresequenzen, die sich als Ergebnis des degenerier- 
ten genetischen Codes von der in SEQ ID NO: 1 dargestellten 
Nukleinsauresequenz ableiten, . 

c) Derivate der in SEQ ID NO: 1 dargestellten Nukleinsaurese- 
15 quenz ; die fur Polypeptide mit der in SEQ ID rJO: 2 dar- 
gestellten Aminosauresequenzen codieren und mindestens 50 % 
Homologie auf Aminosaureebene aufweisen, ohne daS die 
enzymatische Wirkung der Polypeptide wesentlich reduziert 
ist 

20 

d) funktionelle Aquivalente der unter (a) bis (c) genannten 
Seq[uenzen. 

Diese L-Pantolacton-Hydrolasen lassen sich in Organismen vorteil- 
25 haft Mikroorganismen wie Bakterien finden. Das Enzym bzw. diie 
Enzyme besitzen eine hohe enzymatische Aktivitat zur hydro- 
lytischen Umwandlung von L-Pantolacton in L-PantoinsS.ure . 

Diese L-Pantolacton-Hydrolasen setzen D-Pantolacton nicht um, 
30 so dafi die Organismen, Extrakte oder gereinigte Enzyme sowie 

entsprechende rekombinante Stamme bzw. Proteine zur Herstellung 
von enantiomerenreinem D-Pantolacton verwendet werden konnen. 

Unter Derivaten der erf indungsgemafien Nukleinsauresequenz mit der 
35 Sequenz SEQ ID NO: 1 sind beispielsweise Allelvarianten zu ver- 
stehen, die mindestens 50 % Homologie auf der abgeleiteten Amino- 
saureebene, bevorzugt mindestens 60 % Homologie, besonders bevor- 
zugt 70 %, ganz besonders bevorzugt mindestens 80 % Homologie 
aufweisen. Die Homologie wurde entweder nach der Methode von 
40 Needleman & Wunsch (J. Mol . Biol. 48, 1970: 443-453) oder Smith 
& Waterman (Adv. Appl. Math., 2, 1981: 482-489) bestimmt. fiber 
Teilbereiche der Sequenzen konnen die Homologien vorteilhaft 
h5her liegen. Die von SEQ ID NO: 1 abgeleitete Aminosauresequenz 
ist SEQ ID NO: 2 zu entnehmen, Allelvarianten umfassen ins- 
45 besondere funktionelle Variauiten, die durch Deletion, Insertion 
Oder Substitution von Nukleotiden aus der in SEQ ID NO: 1 
dargestellten Secxuenz erhSLltlich sind, wobei die enzymatische 
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Aktivitat der abgeleiteten synthetisierten Proteine nicht wesent- 
lich reduziert sein sollte. Unter Enzymen mit einer nicht wesent- 
lich reduzierten enzymatischen Aktivitat sind Enzyme zu ver- 
stehen, die eine enzymatische AktivitMt von mindestens 20 %, be- 
5 vorzugt 50 %, besonders bevorzugt 75 %, ganz besonders bevorzugt 
90 % aufweisen. Die Erfindung betrifft damit auch Aminosaure- 
sequenzen, die durch die oben dargestellte Gruppe von Nuklein- 
sMuresec^ienzen kodiert werden. Vorteilhaft betrifft die Erfindung 
AminosMureseguenzen, die durch die Sequenz SEQ ID NO: 1 kodiert 
10 werden. 

Unter f unktionellen Aquivalenten der unter (a) bis (c) 
genannten Seguenzen sind NukleinscLuren zu verstehen, die ftir 
Enzyme kodieren, die L- Pant olac ton zur entsprechenden Saure 
hydrolysieren und die mindestens 20 %, bevorzugt 50 %, besonders 
bevorzugt 75 %, ganz besonders bevorzugt 90 % der Aktivitat der 
xmter SEQ ID NO: 2 genannten Sequenz aufweisen, nicht durch EDTA 
(1 mM-Losung) gehemmt werden und zwischen pH 4 bis 10 stabil 
sind. Diese f unktionellen Acfuivalente weisen aufierdem vorteilhaft 
ein pH-Optimum zwischen pH 7 und 8 auf und ein Tempera tur optimum 
zwischen 70**C und SO^'C. 



25 



30 



35 



40 



45 



Weiterhin sind unter Derivate auch Homologe der SEQ ID NO: 1 
beispielsweise pilzliche oder bakterielle Homologe, verkiirzte 
Secjuenzen, Einzelstrang-DNA oder RNA der codierenden und nicht- 
codierenden DNA-Sequenz zu verstehen. Homologe der SEQ ID NO: 1 
besitzen auf DNA~Ebene eine Homologie von mindestens 50 %, bevor- 
zugt von mindestens 60 %, besonders bevorzugt von mindestens 
70 %, ganz besonders bevorzugt von mindestens 80 % liber den 
gesamten in SEQ ID NO: 1 amgegebenen DNA-Bereich. 

Aufierdem sind unter Homologe der SEQ ID NO: 1 Derivate wie bei- 
spielsweise Promotorvarianten zu verstehen. Die Promotoren, die 
den angegebenen Nukleotidsequenzen vorgeschalten sind, konnen 
durch ein oder mehrere Nukleotidaustausche, durch Insertion (en) 
und/oder Deletion (en) verandert sein, ohne daS aber die Funktio- 
nalitat bzw. Wirksamkeit der Promotoren beeintrachtigt sind. Des 
weiteren konnen die Promotoren durch Veranderung ihrer Sequenz 
in ihrer Wirksamkeit erhSht oder komplett durch wirksamere 
Promotoren auch artfremder Organismen ausgetauscht werden. 

Unter Derivaten sind auch Varianten zu verstehen, deren Nukleo- 
tidsequenz im Bereich von -1 bis -200 vor dem Startcodon oder 
0 bis 1000 Basenpaare nach dem Stopcodon so verSndert wurden, 
da& die Genexpression und/oder die Proteinexpression verandert, 
bevorzugt erhoht wird. 
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Die erf indungsgemafien Nukleinsauresequenzen lassen sich 
prinzipiell aus alien Organismen identif izieren und isolieren. 
Vorteilhaft la&t sich die SEQ ID NO: 1 oder seine Homologen aus 
Pilzen, Hefen oder Bakterien isolieren. Als Bakterien seien gram- 
5 negative und gram-positive Bakterien genannt, Bevorzugt werden 
die erf indungsgemaSen Nukleinsaure (n) [der Plural und Singular 
sollen fur die Anmeldung gleichbedeutend sein] aus gram-negativen 
Bakterien vorteilhaft aus a-Proteobacterien, p-Proteobacterien 
Oder y-Proteobacterien, besonders bevorzugt aus Bakterien der 

10 Fsoailien Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae oder Rhizobiaceae/ 
gajiz besonders bevorzugt aus Bakterien der Gattung Agrobacterium, 
Pseudomonas oder Burkholderia iiber dem Fachmann bekannte Methoden 
isoliert. Als vorteilhaft geeignete Pilze seien die Gattungen 
Beauveria oder Psilocybe genannt. Vorteilhafte Hefen sind bei- 

15 spielsweise in der Gattung Apiotrichxam zu finden. 

SEQ ID No: 1 oder seine Derivate, Homologen oder Telle dieser 
Secpaenzen lassen sich beispielsweise mit iiblichen Hybridi- 
sierungsverf ahren oder der PCR-Technik aus anderen Pilzen oder 

20 Bakterien isolieren, Diese DNA-Sequenzen hybridisieren unter 
Standardbedingungen mit den erf indungsgemaSen Seqpaenzen. Zur 
Hybridisierung werden vorteilhaft kurze Oligonukleotide der 
konservierten Bereiche beispielsweise aus dem aktiven Zentriom, 
die xiber Vergleiche mit der D-Pantolacton-Hydrolase in dem Fach- 

25 mann bekannter Weise ermittelt werden konnen (ein solcher Bereich 
ist beispielsweise das sog. HTGT-Motiv) , verwendet . Es konnen 
aber auch langere Fragmente der erf indungsgemaSen Nukleinsauren 
Oder die vollstandigen Sequenzen fur die Hybridisierung verwendet 
werden. Je nach der verwendeten Nukleinsaure Oligonukleotid, 

3Q langeres Fragment oder vollst^dige Sequenz oder je nachdem 

welche Nukleins^ureart DNA oder RNA fur die Hybridisierung ver- 
wendet werden, variieren diese Standardbedingungen. So liegen 
beispielsweise die Schmelztemperaturen fur DNA:DNA-Hybride ca. 
10**C niedriger als die von DNA:RNA-Hybriden gleicher Lange. 

35 

Unter Standardbedingungen sind beispielsweise je nach Nuklein- 
saure Temperaturen zwischen 20 und VO^'C in einer wafirigen Puffer- 
losung mit einer Konzentration zwischen 0,1 bis 5 x SSC (1 X SSC 
= 0,15 M NaCl, 15 mM Natriumcitrat , pH 7,2) oder zusatzlich in 
Gegenwart von 50 % Formamid. Vorteilhaf terweise liegen die 
Hybridisierungsbedingungen fur DNA : DNA-Hybride bei 2,0 x SSC und 
Temperaturen zwischen etwa 20**C bis 70**C, bevorzugt zwischen etwa 
50*^0 bis 70**C. Fur DNA : RNA-Hybride liegen die Hybridisierungs- 
bedingungen vorteilhaft bei 2,0 x SSC und Temperaturen zwischen 
etwa 20**C bis 60**C, bevorzugt zwischen etwa SS^'C bis 60**C. Diese 
angegebenen Temperaturen fur die Hybridisierung sind beispielhaf t 
kalkulierte Schmelz tempera turwerte fur eine Nukleinsaure mit ein- 
er L&ige von ca, 1000 Nukleotiden und einem G- + C-Gehalt von 



40 
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50 % in Abwesenheit von Formamid. Die experimentellen Bedingungen 
fiir die DNA-Hybridisierixng sind in einschlagigen Lehrbuchern der 
Genetik wie beispielsweise Sambrook et al., ''Molecular Cloning", 
Cold Spring Harbor Laboratory, 1989, beschrieben und lassen sich 
5 nach dem Fachmann bekannten Formeln beispielsweise abhcLngig von 
der Lange der Nukleinsaiiren, der Art der Hybride oder dem G + C- 
Gehalt berechnen. Weitere Inf ormationen zur Hybridisierung kann 
der Fachmann folgenden Lehrbuchern entnehmen: Ausubel et al. 
(eds), 1985, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & 
10 Sons, New York; Hames and Higgins (eds), 1985, Nucleic Acids 
Hybridization: A Practical Approach, IRL Press at Oxford Uni- 
versity Press, Oxford; Brown (ed) , 1991, Essential Molecular 
Biology: A Practical Approach, IRL Press at Oxford University 
Press, Oxford. 

15 

Unter dem erf indungsgemaSen Nukleinsaurekonstrukt sind die 
L-Pantolacton-Hydrolasegene mit Sequenz SEQ ID No: 1 und seine 
Derivate und Homologen zu verstehen, die mit einem oder mehreren 
Regulationssignalen vorteilhaf terweise zur Erhohxing der Gen- 
expression funktionell verkniipft wurden. Beispielsweise handelt 
es sich bei diesen regulatorischen Sequenzen um Secjuenzen, an die 
Induktoren oder Repressoren binden, und so die Expression der 
NukleinsSure regulieren. Zusatzlich zu diesen neuen Regulations- 
sequenzen kann die nattirliche Regulation dieser Sequenzen vor den 
eigentlichen Strukturgenen noch vorhanden sein und gegebenenf alls 
genetisch verSndert worden sein, so daft die natiirliche Regulation 
ausgeschaltet und die Expression der Gene erh5ht wurde. Das 
Nukleinsaurekonstrukt kann aber auch einfacher aufgebaut sein, 
das heiSt es wurden keine zusatzlichen Regulationssignale vor 
die Sequenz SEQ ID No: 1 oder seine Homologen inseriert und 
der nattirliche Promoter mit seiner Regulation wurde nicht ent- 
f ernt . Stattdessen wird die nattirliche Regulationssequenz so 
mutiert, daS keine Regulation mehr erfolgt und die Genexpression 
gesteigert wird. Das Nukleinsaurekonstrukt kann auSerdem vor- 
teilhaf terweise auch eine oder mehrere sogenannte ^*enhancer 
Sequenzen" funktionell verknupft mit dem Promoter enthalten, die 
eine erhohte Expression der Nucleinsauresecjuenz ermoglichen. Auch 
am 3'-Ende der DNA-Sequenzen kSnnen zusatzliche vorteilhaf te 
Sequenzen inseriert werden wie weitere regulatorische Elemente 
Oder Terminatoren. Die erf indungsgemaSen Nukleinsauren kSnnen 
40 in einer oder mehreren Kopieii im Konstrukt enthalten sein. Im 
Konstrukt kSnnen noch weitere Marker wie Antibiotikaresistenzen 
Oder Auxotrophien komplementierende Gene gegebenenf alls zur 
Selektion auf das Konstrukt enthalten sein. 
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45 Vorteilhafte Regulations sequenz en f\ir das erf indungsgemaSe Ver- 
fahren sind beispielsweise in Promotoren wie aphll (Tn5)-, trc-, 
cos-, tac-, trp-, lacPAI, rha, tet-, trp-tet-, Ipp-, lac-, Ipp- 
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lac-, lacl^-, T7-, T3-, gal-, trc- , ara-, SPG- , X,-Pr- Oder 

\-PL-Promot:or enthalten, die vorteilhaf terweise in gram-negativen 
Bakterien Anwendung finden. Weitere vorteilhafte Regulations- 
sec^enzen sind beispielsweise in den gram-positiven Promotoren 
5 wie in den konstitutiven oder induzierbaren Streptomyces- 

Promotoren aphi, ermE, melC, tipA, mcrAB, gylCAB, veg, SPOl, amy 
und SP02, in den Hefe- oder Pilzpromotoren AOXl, GALl, ADCl, MFa 
, AC, P-60, CYCl, GAPDH, TEF, rp28, ADH. In diesem Zusammen- 
hang sind auch die Promotoren der Pyruvatdecarboxylase und der 
20 Methanoloxidase aus beispielsweise Hansenula vorteilhaft. Es 
konnen auch kiinstliche Promotoren fiir die Regulation verwendet 
werden . 

Das Nukleinsaurekonstrukt wird zur Expression in einem Wirts- 
3_5 organismus vorteilhaf terweise in einen Vektor wie beispielsweise 
einem Plasmid, einem Phagen oder sonstiger DNA inseriert, das 
eine optimale Expression der Gene im Wirt ermdglicht. Diese 
Vektoren stellen eine weitere Ausgestaltung der Erf indung dar • . 
Geeignete Plasmide sind beispielsweise in E. coli pBluescript, 
pBAD, pQE (His-tag System), pICIC223-3, pLG338, pACYC184, pBR322, 
pUClB, pGEM7Z, PKK223-3, pUC19 , pKC30, pRep4, pHSl, pHS2 , 
pPLc236, PMBL24, pLG200, pUR290, pIN-III^l^-Bl , X^gtll oder pBdCI 
Oder broad-host-range Plasmide wie pBBRlMCS oder pRK293, in 
Streptomyces und anderen Actinomyceten pIJlOl, pIJ3 64, pMVS301, 
pIJ702 Oder pIJ361, in Bacillus pUBllO, pC194 oder pBD214, in 
Corynebacterium pSA77 oder pAJ667, in Pilzen pALSl, pIL2 oder 
pBBlie, in Hefen 2|iM, pAG-1, YEp6 , YEpl3 oder pEMBLYe23 oder 
in Pflanzen pLGV23, pGHlac*, pBIN19, pAK2004 oder pDHSl. Die 
genannten Plasmide stellen eine kleine Auswahl der moglichen 
Plasmide dar. Weitere Plasmide sind dem Fachmann wohl bekannt und 
konnen beispielsweise aus dem Buch Cloning Vectors (Eds. Pouwels 
P.H. et al . Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 1985 , 
ISBN 0 444 904018) entnommen werden. 

Vorteilhaf terweise enthalt das Nukleinsaurekonstrukt zur 
Expression der weiteren enthaltenen Gene zusatzlich noch 3' 
und/oder 5' Terminale regulatorische Secnienzen zur Steigerung 
der Expression, die je nach ausgewahltem Wirt organismus und Gen 
oder Genen ftlr eine optimale Expression ausgewM^hlt werden. 

Diese regulatorischen Sequenzen sollen die gezielte Elxpression 
der Gene und der Proteinexpression ermoglichen. Dies kann bei- 
spielsweise je nach Wirtsorganismus bedeuten, daS das Gen erst 
nach Induktion exprimiert oder Oberexprimiert wird, oder daS es 
sofort exprimiert und/oder aberexprimiert wird. 

45 
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Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren kdnnen dabei 
vorzugsweise die Genexpression der eingefiihrten Gene positiv 
beeinf lussen und dadurch erhohen* So kaim eine Verstarkung 
der regulatorischen Elemente vorteilhaf terweise auf der 
5 Transkriptionsebene erfolgen, indem starke Transkriptions- 
signale wie Promotoren und/oder "Enhancer" verwendet werden. 
Daneben ist aber auch eine Verstarkiing der Translation m5glich, 
indem beispielsweise die Stabilitat der mRNA verbessert wird, 

10 In einer weiteren Ausgestaltungsf orm des Vektors kann der das 

erf indungsgemaSe Nukleinsaurekonstrukt oder die erf indungsgemaSe 
Nukleinsaure enthaltende Vektor auch vorteilhaf terweise in Form 
einer linearen DNA in die Mikroorganismen eingeftihrt werden xind 
aber heterologe oder homologe Rekombination in das Genom des 

15 Wirtsorganismus integriert werden. Diese lineare DNA kann aus 
einem linearisierten Vektor wie einem Plasmid oder nur aus dem 
Nukleinsaurekonstrukt oder der erf indungsgemaSen Nukleinsaure 
bestehen . 

20 Ein weiterer Gegenstand der Erf indung ist eine L-Pantolacton- 
Hydrolase, gekennzeichnet durch die folgenden Eigenschaf ten: 

a) Umsetzung von L-Pantolacton zur entsprechenden Saure-, 

25 b) pH-Stabilitat: L-Pantolacton-Hydrolase ist stabil in einem 
pH-Bereich von 4 bis 10 

c ) pH-Optim\im : 7,2 bis 7,6 

30 d) Temperatur optimum: ca. 70®C bis 75*^0 

e) keine Heromung der Aktivitat durch EDTA 

Diese L-Pantolacton-Hydrolase kann im erf indungsgemaSen Verfahren 
35 als freies oder immobilisiertes Enzym verwendet werden. 

Fur eine optimale Expression heterologer Gene in Organismen ist 
es vorteilhaf t die Nukleinsauresequenzen entsprechend der im 
Organismus verwendeten spezifischen ^*codon usage" zu verandern. 
40 Der ^*codon usage" la£t sich anhand von Computerauswertungen 
anderer, bekannter Gene des betreffenden Organismus leicht 
ermitteln. 

Die Expression der erf indxingsgemSSen Gene und der von diesen 
45 Genen kodierten Proteine in einem Wirtsorganismus beinhaltet in 
der Kegel einen StreiS fur diese Organismen. Durch gleichzeitige 
Expression dieser Gene in Gegenwart mindestens eines Gens, das 
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fiir ein sogenanntes Strefiprotein kodiert oder in Gegenwart einer 
Kombination dieser Gene, konnen die erf indiingsgemaSen Nuklein- 
sauren vorteilhaft in den erf indungsgemafien Wirtsorganismen 
exprimiert warden. Stre£proteine, auch Hitzeschockproteine 
5 (= HSP) Oder molekulare Chaperdne (engl, Anstandsdame oder 

Gouvernante) genannt, gehoren zu den in der Evolution sowohl in 
Pro- als auch in Eukaryonten am besten konservierten Proteine vind 
sind universell bei alien Organismen zu finden. Ihre Unterteilung 
erfolgt nach dem Molekulargewicht in Kilodalton, z.B. HSP60, 70, 
10 90 usw. Diese StreSproteine verdanken ihre Bezeichnung ihrer 
Eigenschaf t durch StreiSbedingungen wie zu niedriger Glukose- 
Spiegel, Hitzeschock, Alkohol, UV-Licht, oxidative Reagenzien 
etc» induzierbar zu sein. 

15 Viele Strefiproteine und konstitutiv gebildete verwandte Proteine 
sind fiir die korrekte Faltung, Zusammenlagerung, Stabilisierung 
und den Transport von Proteinen essentiell. Durch die Koex- 
pression der erf indxingsgemaSen Proteine in Gegenwart mindestens 
eines Strefiproteins konnen die erf indiingsgemalSen Nukleinsauren 

20 vorteilhaft exprimiert werden. Eine gegebenenf alls vorkommende 
Proteinaggregation der Hydrolasen kann so vorteilhaft verhindert 
werden. Dabei binden die Strefiproteine an hydrophobe Telle der 
Proteine und verhindern so eine falsche Faltung der Proteine bzw. 
ermdglichen die korrekte Faltung. Bereits aggregierte oder dena- 

25 turierte Proteine werden wieder dissoziiert und richtig gefaltet. 
H^ufig treten diese StreSproteine bei der Ausiibung ihrer Funktion 
in Kooperation mit anderen Proteinen sogenainnten Helf erproteinen 
(= cohort-Proteinen) man spricht deshalb von sogenannten 
Chaperon-Maschienen, die die vorteilhafte Wirkxing bei der 

30 Expression der erf indungsgemaSen Gene ..haben (Frydaman et al . , 
Nature, 370, 1994: 111-117). Die Wirkung dieser Chaperon- 
Maschinen kann unter ATP-Verbrauch erfolgen (= "Hauptchaperon- 
Maschinen") oder ohne ATP-Verbrauch (= " Junior-Chaperone" ) , Vor- 
teilhafte Chaperone oder Hitzeschockproteine sind beispielsweise 

35 die eukaryontischen Gene HSP17 , 5 , HSP22, HSP 25, HSP27> HSP60, 
HSP70, HSP90, TRiC, UBI1,2,3,4 oder ihre prokaryontischen Homo- 
logen wie HtpG, DnaK, DnaJ, GroES, GroEL, HtrC, ClpB, GrpE etc. 
Bevorzugte Chaperone sind GroES, GroEL, HtpG, DnaK, DnaJ", HSP70 
Oder HSP27. 

40 

Vorteilhaft werden die erf indungsgemafien NukleinscLuren in Gegen- 
wart mindestens eines StreSproteins exprimiert, de^Dei kdnnen die 
Gene unter gemeinsamer Kontrolle eines Promoters liegen oder von 
getrennten Promotoren gelesen werden. Dementsprechend kann ihre 
45 Expression durch Zugabe einer oder mehrerer Induktorsubstanzen 
gleichzeitig oder zu getrennten Zeitpunkten induziert werden. Die 
Nukleins3,uren konnen auf einem Vektor liegen oder auf getrennten 
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Vektoren. Es ist auch mSglich die StreSproteine des Wirts- 
organxsmus tiber eine genetische Manipulation so zu verSndem, 
daS sie uberexprimiert werden. 

Auch alternative Methoden zur ErhOhung des nativen Enzymanteils 
wxe die Anzucht der Mikroorganismen, die das erf indungsgeiaage 
Protein synthetisieren, bei niedrigen Temperaturen oder die 
Renaturierung durch Anwendung hoher DrQcke (vorteilhaft 1 bis 
2 kbar) auf Suspensionen des erf indungsgemaSen Proteins (mit oder 
ohne Zusatz denaturierender Agenzien, beispielsweise Guanidin- 
Hydrochlorid) kSnnen vorteilhaft sein. 

Als rekombinante Wirtsorganismen fvir die erf indungsgemaSe 
Nukleinsaure oder das NukleinsSurekonstrukt kommen prinzipiell 

15 alle prokaryontischen oder eukaryontischen Organismen in Frage 
Vorteilhafterweise werden als Wirtsorganismen Mikroorganismen ' 
wxe Bakterien, Pilze oder Hefen verwendet. Vorteilhaft werden 
gram-positive oder gram-negative Bakterien. bevorzugt Bakterien 
der Familien Enterobacteriaceae. Pseudomonadaceae , Rhizobiaceae, 

20 Streptomycetaceae oder Nocardiaceae, Hefen wie Pichia, Saccharo- 
myces oder Hansenula oder Pilze wie Beauveria oder Psilocybe 
besonders bevorzugt Bakterien der Gattungen Escherichia, Pseudo- 
monas, Streptomyces , Nocardia. Burkholderia , Salmonella, Agro- 
bacterxum oder Rhodococcus verwendet. Ganz besonders bevorzugt 

25 ist die Gattung und Art Escherichia coli. Weitere vorteilhafte 
Bakterien sind dartiberhinaus in der Gruppe der a-Proteobacterien 
P-Proteobacterien Oder y-Proteobacterien zu finden. 

Der Wirtsorganismus oder die Wirtsorganismen gemaS der Erfindung 
30 enthalten dabei vorzugsweise mindestens eine der in dieser 
Erfindung beschriebenen NukleinsSuresequenzen, Nukleinsau- 
rekonstrukte oder Vektoren, die filr L-Pantolacton-Hydrolasen 
kodieren. 



35 Die im erf indungsgemafien Verf ahren verwendeten Organismen werden 
De nach Wirtsorganismus in dem Fachmann bekannter Weise angezogen 
bzw. geziichtet. Mikroorganismen werden in der Kegel in einem 
•flUssigen Medium, das eine Kohlenstoff quelle meist in Form von 
Zuckern, eine Sticks toff quelle meist in Form von organischen 

40 Stickstof fquellen wie Hefeextrakt oder Salzen wie Ammoniumsulfat 
Spurenelemente wie Eisen-, Mangan-, Magnesiumsalze und gegebenen- 
falls Vitamine enthait, bei Temperaturen zwischen 0»C und 100»C 
bevorzugt zwischen 10"C bis 60°C unter Sauerstof fbegasung ange-' 
zogen. Dabei kann der pH der NShrfiassigkeit auf einen festen 

45 Wert gehalten werden, das heiBt wahrend der Anzucht reguliert 

werden oder nicht . Die Anzucht kann batch weise, semi batch weise 
Oder kontinuierlich erfolgen. Nahrstoffe kSnnen zu Bfeeginn der 
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Fermentation vorgelegt oder semikontinuierlich oder kontinuier- 
lich nach gef utter t werden, Gleiches gilt fur Induktoren wie bei- 
spielsweise Isopropythiogalactosid, (IPTG) , Lactose, Arabinose, 
Rhajnnose und Antibiotika bzw. Temperatur-Shif ts, die je nach 
5 verwendetem Promotor die Expression des erf indimgsgemaiSen Gens 
anschalten. Das racemische Pantolacton kann direkt zur Anzucht 
gegebenwerden oder vorteilhaft nach Anzucht. Die Enzyme konnen 
nach dem in den Beispielen beschriebenen Verfahren aus den 
Organismen isoliert werden oder als Rohextrakt ftir die Reaktion 
10 verwendet werden. 

Die Wirtsorganismen enthalten vorteilhaft 0,5 U/g BTM (= Bio- 
trockenmasse) L-Pantolacton-Hydrolaseaktivitat , bevorzugt 4 U/g 
BTM, besonders bevorzugt 20 bis 150 U/g BTM, ganz besonders 
15 bevorzugt 40 bis 600 U/g BTM. 

Das erf indungsgema&e Verfahren wird vorteilhaft bei einer 
Temperatur zwischen 0**C bis 95**C, bevorzugt zwischen 10**C bis 
85®C, besonders bevorzugt zwischen 15**C bis 75®C durchgef lihrt . 

20 

Der pH-Wert im erf indungsgemafien Verfahren wird vorteilhaft 
zwischen pH 4 und 12 , bevorzugt zwischen pH 6 und 9 , besonders 
bevorzugt zwischen pH 6 und 8, ganz besonders bevorzugt zwischen 
pH 6,5 undr 7 , 5 gehal ten . 

25 

Unter racemischen Pantolacton im erf indungsgemSfien Verfahren ist 
Pantolacton zu verstehen, das aus einem 50:50 Gemisch der beiden 
Enantiomere oder aus einem beliebigen anderen Gemisch mit einer 
Anreicherung eines der beiden Enantiomere im Gemisch besteht • 

30 

Unter enantiomerenreinen bzw, chiralen Pantolacton (D- oder 
L-Enantiomer ) sind im erf indungsgema&en Verfahren Enantiomere zu 
verstehen, die eine EInantiomerenanreicherung zeigen. Bevorzugt 
werden im Verfahren Enantiomerenreinheiten von mindestens 70 %ee, 
35 bevorzugt von min. 80 %ee, besonders bevorzugt von min. 90 %ee, 
gan.z besonders bevorzugt min. 98 %ee erreicht. 

Ftir das erf indungsgemafie Verfahren konnen wachsende Zellen ver- 
wendet werden, die die erf indungsgemaBen Nukleinsauren, Nuklein- 

40 saurekonstrukte oder Vektoren enthalten- Auch ruhende oder aufge- 
schlossene Zellen kdnnen verwendet werden. Unter auf geschlossenen 
Zellen sind beispielsweise Zellen zu verstehen, die uber eine 
Behandlung mit beispielsweise Losungsmitteln durchlassig gemacht 
worden sind, oder Zellen die uber eine Enzymbehandlung , uber eine 

45 mechanische Behandlung (z.B. French Press oder Ultraschall) oder 
uber eine sonstige Methode aufgebrochen wurden. Die so erhaltenen 
Rohextrakte sind fiir das erf indxingsgemSSe Verfahren vorteil- 
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haft geeignet. Auch gereinigtfoder angereinigte Enzyme kannen 
far dC v^f ahren Verwendet warden. Ebenfalls geeignet^nd 
I^obilisierte Mikroorganisman oder Enzyme, d.e vorte.lhaft xn 
der Reaktion Anwendung finden konnen, 

^ Werden f<ir das erf indungsgamSSe Verfahran fraia Organisman oder 
^z^e verwendet, so warden diese vor der ^xtraktion zweck- 
S^I^erwaise abgatrennt beispielsweise Obar aine ^^^^^^^^^^^^ 
Oder Zentrifugation. Dies ist bei Verwendung -^'^^"^^^t^"^^^^" 

10 organismen oder Enzymen vorteilhaft nicht notwendxg. kann aber 
auch erfolgen. 

Das im arfindungsgamasen Verfahren ^-^-^f ^^^^ 
iLt sich vorteilhaft aus der wSSrigen Raaktionslosung ^^^^ 
X5 ^traktion oder Kristallisation oder vorteilhaft aber Extraktxon 
" Kristallisation gewinnan. Hiarzu wird die w.^rige Heaktxons- 

^sung mit ainam organischen Lasungsxaittel f^^^^ ' 
Extraktion kann zur ErhShung der Ausbeute mehrfach --/^f 
werden Vorteilhaft wird die Losung vor Extraktxon auf =a 0 C 
,o b!s 10-C gekahlt. Die waSriga Losung wird vor dam HeruntarkUhlen 
" rerdana^h vorteilhaft auf ca. pH 6,0 bis pH ^ ' « -utralxs.art , 
^ die fraie Saure in das Salz zu abarfuhren so ^^"^^^^^ 
^n Raaktionsbedingungen nicht extrahiert werden kann. Fur dxa 
Neutralisation wird beispielsweise Bicarbonat oder axne andara 
as Base wie NaOH oder KOH genon^en. Als organische 

kennen prinzipiell alle L6sungsmittel verwendet werden, dxe mxt 
wl^^r g^gabenenfalls nach Zugabe von Salzen eine P^-angranza 
TZln H in die das Lacton aus dar w.Srigan Phase -^-gehen 
icann. Vortailhafta L5sungsmittel sind ^°--:^^"^^"^^;^/^^3^^,. 
30 wanig Wassar aufnahman, so dafi nur wanxg Saure 

Ilttal abergeht wie Toluol. Methylenchlorid, Butylacetat. Dxxso 
Tropyiether Benzol. Methyltertiarbutylether , Methylxsobutyl- 
katon. Diethylketon oder Essigester. 

35 Nach Einengan der organischen Phase konnen die Produkta in der 
Kegel in guten chemischen Reinheitan. das heiSt groEar 90 % 
T^^.iha^ainhait gawonnan warden. Nach Extraktion kann dxa 
:r^ri"^^^^^^ — kt abar auch nur ^^^^^ 

werden und das Produkt auskristallisiert ^^^f^. . f ^^.^^^^^^ 

.0 L5sung vorteilhaft auf ^'^^ ^^^^^^^^^^^^ 

Die Kristallisation kann auch direkt aus aer org 
Oder aus einer wafirigen Losung erfolgen. Das ^^^^"*^*^^J_^^^^3. 
produkt kann nochioals im gleichen oder in einem anderen L5sungs 
Ilttal zur emeuten Kristallisation aufgenommen werden ^^f ' 
45 ^is krlsta!lisiert werden. Durch die anschliefiende vortexlhafte 
^ndestens einmaliga Kristallisation kann die Enantiomerenrexn- 
hiit derPr^duktes falls erforderlich weitar gesteigert werden. 
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Vorteilhaft kann jedoch das entstandene D-Pantolacton direkt als 
organische Losung ohne Kristallisation vearwendet werden. 

Das in waSriger Losung verbliebene L-Enantiomer kann durch An- 
5 sauren beispielsweise mit Schwef elsaure ziom Lacton geschlossen 
werden imd anschliel^end wie oben beschrieben extrahiert werden. 
Zur Lactonisierung wird die Losung vorteilhaft erwarmt. Das 
gewonnene L-Lacton kann nach Abziehen des L5sungsmittels in der 
Schznelze mit katalytischen Mengen (ca. 1 bis 5 % Mol%) einer Base 
10 wie NaOH, Na-Pantoat oder Na-Methylat racemisiert und rtickgefiihrt 
werden. Durch die vorteilhafte Racemisierung und Riickftihrung des 
unerwunschten Enantiomers kann im erf indungsgemafien Verfahren 
eine theoretische Ausbeute von 98 % erreicht werden. 

15 Bei den genannten Auf arbeitungsarten lafit sich das Produkt des 
erf indungsgeitiaSen Verfahrens in Ausbeuten von 60 bis 100 %, be- 
vorzugt von 80 bis 100 %, besonders bevorzugt von 90 bis 100 % 
bezogen auf das fur die Reaktion eingesetzte racemische Panto- 
lacton isolieren. Das isoliert Produkt z^ichnet sich durch. eine 

20 hohe chemische Reinheit von > 90 bevorzugt > 95 % besonders 
bevorzugt von > 98 % aus . Weiterhin had^en die Produkt eine hohe 
Enantiomerenreinheit ^ die vorteilhaft falls erforderlich durch 
die Kristallisation weiter gesteigert werden kann. 

25 Das erf indungsgemafie Verfahren kann batchweise, semi-batchweise 
oder kontinuierlich betrieben werden. 

Die so gewonnenen Produkte eignen sich als Ausgangsmaterial fur 
die Synthese von Panthenol, Pantethein und deren Derivate. Diese 
30 Stoffe und das erhaltene enantiomerenreine Pantolacton konnen in 
Kombination miteinander oder allein zur Herstellxing von Pharmaka, 
Nahrungsmittel , Tier f utter oder Kosmetika verwendet werden. 

Die nachstehenden Beispiele verdeutlichen die Erfindung. 

35 

Beispiele : 

1. L-Pantolacton-Hydrolyse mit Burkholderia caryophylli Lu681 

40 Burkholderia caryophylli Lu681 (oder andere der in Tabelle la, lb 
angegebenen Stamme) wurden 1 bis 3 Tage in 25 ml Komplexmedixam 
(z.B. HFP = 1 % Pepton, 1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 0,3 % 
NaCl) angezogen, geerntet, in Puffer gewaschen und resuspendiert 
(5 ml 50 mM Tris/HCl pH 7,0) und 3 h bei 30''C mit 50 roM 

45 D,L-Pantolacton inkubiert. Nach Abtrennung der Zellen wurden die 
Konzentrationen an D,L-Pantolacton, D,L-, und L-Psmtoinsaure 

durch GC- bzw. HPLC-Analyse bestimmt (Tab. la) . Alternativ wurde 
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15 

die Umsetzikng tiber Nacht miter Titration mit 4 M NaOH durchge- 
fOhrt (4 ml Zellsuspension. 50 mM D, L-Pantolacton, 50 mM Tris/HCl 
PH 7,0 ad 20 ml dest . Aqua; Tab. lb) . Alle StSimne der Tabelle 1 
hydrolysierten das racemische Pantolacton zu L-Pantoinsaure . 
5 Der ee-Wert bei hohem Umsatz (>45 %) und damit die Enantio- 
selektivitat E des Enzyms vmrde nach Straathof vind Jongejan, 
Enzyme & Microbiol. Technology 21: 559-571, 1997 bestimmt. 
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Verifizierxing der hydrolytischen Aktivitat 



Burkholderia caryophylli Lu681 (oder andere StSmme aus Tab. 1) 
wurden 1 bis 3 Tage in 25 ml Komplexmedium (z.B. HFP = 1 % 
Pepton. 1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 0.3 % NaCl) angezogen 
geerntet, in Tris-HCl-Puf f er (50 mM, pH 7,0) gewaschen und resus- 

15 pendiert (5 ml 50 mM Tris/HCl pH 7,0) und 3 h bei 30«C mit 50 mM 
Ketopantolacton inkubiert. Nach Abtrennung der Zellen wurden die 
Konzentrationen an Ketopantolacton, Ketopantoinsaure. D,L-Panto- 
lacton, D,L-, D-, und L-Pantoinsaure durch HPLC-Analyse bestimmt 
(Tab. la) . Alle aufgefiihrten Stamme aufier Beauveria amorpha 

20 LU7953 vermochten die aus Ketopantolacton durch spontane Hydro- 
lyse entstehende Ketopantoinsaure zu PantoinsSure zu reduzieren. 
Da bei alien StSmmen jedoch D- Pantoinsaure ans telle des unter 
Beispiel 1 beschriebenen L-Pantoinsaure gebildet wurde, kann die 
Umsetzung von Pantolacton zu L-PantoinsSure nicht durch einen 

25 Oxidations-ReduktionsprozeS (uber Ketopantolacton und Ketopanto- 
insaure) entstehen. Es wurde auch im dialysierten Rohextrakt von 
LU681 Oder Lu5351 und bei Einsatz der gereinigten Enzyme aus 
LU681 und LU5351 keine Abhangigkeit der L-Pantolacton-Hydrolyse 
von Cofaktoren f estgestellt . Die enzymatische AktivitSt last 

30 sich damit auf ein hydrolytisches Enzym zuruckf iihren . 

3. Herstellung von D-Pantolacton durch Hydrolyse mit ver- 
schiedenen WildtypstSmmen 

35 a. Burkholderia caryophylli Lu681 

Burkholderia caryophylli Lu681 wurde in 200 ml Komplexmedium 
(z.B. GYP = 1 % D-Glucose, 0,5 % Polypepton, 0,5 % Hefeextrakt) 
angezogen (OD600 = 6,7, BTM = 2,97 g/1) , geerntet und gewaschen. 

40 10 ml der lOfach konzentrierten Suspension wurden mit 50 mM D,L- 
Pantolacton in 50 mM Tris/HCl pH 7,0 (Ansatzvolumen 20 ml) bei 
30"C unter Titration mit 4 M NaOH auf pH 7.0 inkubiert. Nach 3 h 
und 19,5 h wurden der Umsatz c und der ee-Wert durch HPLC-Analyse 
bestimmt (3 h: c = 45 %, ee = 95 %; 19,5 h: c = 59 %, ee » 89 % 

45 bzgl. L-Pantoinsaure). Letzteres entspricht D-Pantolacton mit 
ee-Werten von 73 % bzw. 100 %. 
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b. Agrobacteriiaiti radiobacter Lu5351 

Agrobacterium radiobacter Lu5351 vrarde in 2 00 ml Komplexmedium 
(z.B. HFP = 1 % Pepton, 1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 0,3 % 
5 NaCl) angezogen (OD600 = 11,5, BTM = 2,90 g/1) , geerntet und 

gewaschen. 10 ml der lOfach konzentrierten Suspension wurden mit 
50 mM D, Lr-Pantoiacton in 50 mM Tris/HCl pH 7 , 0 (Ansatzvolumen 
20 ml) bei 3 0°C unter Titration mit 4 M NaOH auf pH 7,0 inkubiert . 
Nach 3 h und 19 , 4 h wurden der Urasatz c und der ee-Wert durch 
10 HPIiC -Analyse bestimmt (3 h: c = 20 %, ee = 93 %; 19,4 h: c = 
53 %, ee = 94 % bzgl . L-Pantoinsaure) . Letzteres entspricht 
D-Pantolacton mit ee-Werten von 21 % bzw. 100 %. 

c. Pseudomonas diminuta Lu683 

15 

Pseudomonas dimunuta Lu683 wurde in 200 ml Komplexmedixim (z.B, 
GYP = 1 % D-Glucose, 0,5 % Polypepton, 0,5 % Hefeextrakt) 
angezogen (OD600 = 7,3, BTM =3,78 g/1), geerntet und gewaschen. 
10 ml der lOfach konzentrierten Suspension wurden mit 50 mM D,L- 

20 Pantolacton in 50 mM Tris/HCl pH 7,0 (Ansatzvolumen 20 ml) bei 
• 30°C unter Titration mit 4 M NaOH auf pH 7 . 0 inkubiert. Nach 3 h 
und 19,3 h wurden der Umsatz c und der ee-Wert durch HPLC-Analyse 
bestimmt (3 h: c = 48 %, ee = 97 %; 19,4 h: c = 69 %, ee = 79. % 
bzgl, L-Pantoinsaure) . Letzteres entspricht D- Pantolacton mit 

25 ee-Werten von 82 % bzw. 100 %• 

d. Apiotrichum humicola Lu3215 

Apiotrichum humicola Lu3215 wurde in 200 ml Komplexmedium (z.B. 
30 HFP = 1 % Pepton, 1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 0,3 % NaCl) 

angezogen {OD600 = 18,5, BTM = 7,34 g/1), geerntet und gewaschen. 

10 ml der lOfach konzentrierten Suspension wurden mit 50 mM D,L- 

Pantolacton in 50 mM Tris/HCl pH 7,0 (Ansatzvolumen 20 ml) bei 

30'*C unter Titration mit 4 M NaOH auf pH 7 , 0 inkubiert. Nach 3 h 
35 und 19,4 h wurden der Umsatz c und der ee-Wert durch HPLC-Analyse 

bestimmt (3 h: c = 55 %, ee = 79 % bzgl. L-Pantoinsaure) . 

Letzteres entspricht D-Pantolacton mit ee-Werten von 84 %. 

4. Isolier\mg der L-Pantolacton-Hydrolase aus Burkholderia 
40 caryophylli Lu681 

Burkholderia caryophylli Lu681 wurde in 14 1 Komplexmedium 
(HFP = 1 % Pepton, 1% Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 0,3 % NaCl) 
bis OD600 = 10 (3 g/1 BTM) angezogen, geerntet, auf geschlossen 
45 und die L-Pantolacton-Hydrolase (ca. 200 U) aus dem Rohextrakt 
gereinigt. Dazu wurden die Zellen (1128 g Feuchtmasse) zunSchst 
durch eine Behandlung mit einem Ultra-Turrax Stab im Puffer 
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(18 1 20 mM Tris/HCl, pH 7 , 4 ) resuspendiert . Endvolumen 3 1 . 
on eseoharose Chromatographie eingesetzt. 

- *'"-"-'*°rtoo"'^ff»-B" 

, • ^ T»«-i «>-inem FluE von 10 ml/min vmrden 100 % Putter u 
Frakcionen warden gesaj-elt und vsremxgt: (250 ml) . 
Hach verd_ -uf < 7 .S/c„ »,rden diesa 3 1 durch Chrc^c- 
3. graphie an Q-Sapharcse '^-^'-^ Puffer 
Fasr Flow, Pharmacia) 10 ml/min) . Der 

,20 mM ^'"'■'^f''^XT"t7Jl lit HTacL Ird. linear auf 
fof rrir 2r^:u.an .^hr:ch. und «r wei«re 40 Minu.en hei 
„ 100 » Ual-. .ie a>ctiven ^ -fn^rirrHlO - 

und vereini,. ,11S ml) . -^-^-^;™37/,r,rro lialy^ierc, 
Ome,a-«embran, -^^Xdiasas Vo^In/^rden auf aine «a«rs Q 
Endvoluman 21 '^J' ' 'J'^^^l^'^J^T.^or S^ilibriert mit Puffer A 
HR8 aufgecragen. Die Saule wurae .i„em Gradienten (1 % 

« .20 ^ Mee PH ^, 0^ ^irrffer" A\ ITu TaCl, . «c.ive 
pro Minute) nach Puffer B (wie pu 2 1 10 mM 

wurde daher abzentrifugiert (4 ml) - 
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Dieses Material wurde dajin durch Chromatographie an Mono P 
(Pharmacia, Durchmesser 0,5 cm, Volumen 5 ml) getrennt- Die 
Mono-P Fraktionen wurden in 0 , 2 ml Portionen durch eine Aceton- 
fallung bei -20 Grad Celsius konzentrxert . 

5 

Die Pellets wurden dann in 0,005 ml SDS-Probenpuf f er ohne DTT 
auf genommen und auf ein SDS'^Gel gegehen (Tris/Glycin Gel 12 %, 
Fa, Novex ca, 2,5 h 125 V, 50 mA, Laemmli, U.K., 1970, Nature, 
227:680-685). Die L-Pantolacton-Hydrolase vmrde nach der Trennung 

10 durch eine Aktivitatsf arbxing identif iziert und ausgeschnitten. 
Hierzu wurde das Gel kurz in TBS-Puffer (= 50 mM Triis, 100 mM 
NaCl, pH 7,4) geschwenkt und dann mit 50 ml TBS + 50 ml 
a-Naphthylacetat-Losung (Sigma N-8505, 0,4 g/1 in 10 % Aceton) 
iO min. vorinkxibiert . AnschlieSend wurden 50 ml Fast Red TR- 

15 Losung (Sigma F-8764, 1 g/1) zugegeben und das Gel welter bei RT 
{= ca. 23°C) geschwenkt. Die L-Pantolacton~Hydrolase war als rot~ 
braun gefarbte Bande mit einem apparenten Molekulargewicht yon 
ca. 36 kDa zu erkennen. Das Protein in den ausgeschnittenen Gel- 
stiicken wurde durch Trypsin verdaut und die Peptide sequenziert. 

20 Das Restgel wurde mit Coomassie Blau angefarbt. Es wurden zwei 
Peptidsequenzen (SEQ ID NO: 3 und 4) erhalten. 

5 , Isolierxing der L-Pantolacton-Hydrolase aus Agrobacterium 



Agrobacterixam radiobacter Lu5351 wurde in 14 1 Komplexmedium 
(z.B. HFP = 1 % Pepton, 1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 0,3 % 
NaCl) bis OD600 = 10 (3 g/1 BTM) angezogen, geemtet , auf- 
geschlossen und die L-Pantolacton-Hydrolase (ca. 60 U) aus dem 

30 Rohextrakt gereinigt (Tab. 2) . Dazu wurden die Zellen (400 g 
Feuchtmasse) von Agrobacterium radiobacter (Lu 5351) zunachst 
durch eine Behandlung mit einem Ultra-Turrax Stab im Puffer 
(1,8 1, 20 mM Tris/HCl, pH 7,4) resuspendiert (Endvolumen 2,2 1) . 
Diese Losung wurde dann auf einer Glasnutsche durch ein Bett 

35 Glaskugeln (0,1 bis 0,2 mm, 200 ml) von groben Partikeln befreit. 
Diese Zellsuspension wurde 2 mal bei 1500 bar im Z04 Micro- 
fluidizer homogenisiert . Das Gerat wurde mit 500 ml Puffer 
gespiilt . Die vereinigten Volumina (2,7 1) wurden einer ersten 
Fallung mit 135 ml einer 1 M Manganchlorid^Losiing unterzogeri 

40 (Endkonzentration 50 mM) . Der pH wurde durch Zugabe von Natron- 
lauge auf pH 7,0 gehalten und der Niederschlag 30 min bei 
6000 U/min abzentrif ugiert . Der Uberstand (2,6 1) wurde mit 
575 ml einer 0,2 M EDTA-Losung versetzt \ind der pH erneut 
kontrolliert . Zu diesen 3 , 15 1 wurden 711 g Ammoniumsulf at 

45 ( entsprechend einer 40%igen SSttigung) gegeben und 10 Minuten 
gerllhrt. Die Trtibung wurde 30 min bei 6000 Upm abzentrif ugiert . 



radiobacter Lu5351 
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ber erhaltene Uberstand (3,3 1) wurde in einer Phenylsepharose 
Chromatographie eingesetzt. 

Die Phenyl-Sepharose Saule (Pharmacia, Durchmesser 5 cm, Hohe 
5 25 cm, Volximen 490 ml) wurde mit 1 1 Puffer A (20 mM Natrium- 
phosphatpuffer, pH 7,4, 40 % Ammoniumsulf at) gewaschen und im 
Gradienten mit Puffer B (20 mM Natriumphosphatpuf f er , pH 7,4) 
eluiert. Bei einem Flu£ von 10 ml/min VTurden 100 % B nach 120 min 
erreicht \md fur 40 min gehalten. Aktive Fraktionen vmrden ge- 
10 sammelt und vereinigt (350 ml, 20,9 mS) . 

Nach Verdiinnung auf 7 mS/cm (3,1 1 Endvolumen) wurde eine 
Chromatographie an Q-Sepharose (Durchmesser 5 cm, H5he 25 cm, 
430 ml, Fast Flow, Pharmacia) durchgefxihrt , Die SSule wurde 

15 mit 1 1 Puffer A (20 mM Natriumphosphatpuf fer pH 7,4 gewaschen 
(10 ml/min) . Der Gradient mit Puffer B (Puffer A mit 1 M NaCl) 
wurde auf 100 % B in 120 Minuten gebracht und fur weitere 
40 Minuten bei 100 % gehalten. Die aktiven Fraktionen wurden 
gesammelt und vereinigt (134 ml) . Dieses Volumen wurde konzen- 

20 triert (10 kD Omega-Membran) und gegen 3 1 10 mM Tris/HCl pH 7,0 
dialysiert (Endvolumen 19 ml) . 6 ml dieses Volximens wurden auf 
eine Waters Q HR8 aufgetragen. Die Saule wurde zuvor aquili- 
briert mit Puffer A (20 mM Mes, pH 6,0) und entwickelt mit einem 
Gradienten (1 % pro Minute) nach Puffer B (wie Puffer A mit 0,5 M 

25 NaCl). Aktive Fraktionen wurden vereinigt (12,5 ml) und gegen 5 1 
10 mM Natriumacetatpuf fer pH 5,0 dialysiert. Das Dialysat triibte 
sich ein und wurde daher abzentrif ugiert . 

Der Uberstand wurde dann durch Chromatographie an Mono P (Pharma- 
30 cia, Durchmesser 0,5 cm, Volumen 5 ml) getrennt. 

Die Mono-P Fraktionen wurden in 0,2 ml Portionen durch eine 
Acetonfailung bei -20 Grad Celsius konzentriert . Die Pellets 
wurden dann in 0,005 ml SDS-Probenpuf f er ohne DTT aufgenommen xind 

35 auf ein SDS-Gel gegeben. Die L-Pantolacton«Hydrolase wurde nach 
der Trennung durch eine Aktivitatsf arbung identif iziert (siehe 
Beispiel 4) und ausgeschnitten. Sie war als rot-braun gefarbte 
Bande mit einem apparenten Molekulargewicht von 36 kDa zu er- 
kennen. Das Protein in den ausgeschnittenen Gelstiicken wurde 

40 durch Trypsin verdaut und die Peptide wurden sequenziert. Das 
Restgel wurde mit Coomassie Blau angef arbt . Es wurden zwei 
Peptidsequenzen (SEQ ID NO: 5 und 6) erhalten. Die Sequenzierung 
von SEQ ID NO: 5 ergab eine Unklarheit bei der ersten Aminos^ure 
der Sequenz. Das in Position 1 wiedergegebene Tyrosin kann auch 

45 ein Leucin sein die Sequenz war hier nicht eindeutig . 
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6. Substratspezif itat der gereinigten L-Pantolacton-Hydrolasen 
aus Lu681 und Lu5351 

0,1 U/ml einer Phenylsepharose-Wertpeakfraktion der angereinigten 
5 Enzyme aus Lu681 oder Lu5351 warden in 150 mM Pipes pH 6,8 mit 
verschiedenen Estem und Lactonen inkxibiert. Nach 0, 1 und 20 h 
wurden Proben gezogen, die Reaktion durch Zentrifugation durch 
eine 10 kDa-Filtermembran gestoppt und die Konzentration des 
Substrates sowie der korrespondierenden Saure durch HPLC-Analyse 
10 bestimmt. Die Aktivitat ist in den Tabellen 3a und 3b im Ver- 
gleich zur Aktivitat mit L-Pantolacton angegeben. 

Fiir das Lipasesubstrat 1 , 2-0-Dilauryl-rac-glycero-3-glutar'- 
saure-resoruf inester wurde fiir das Lu681-Enzym ein optischer 

15 Test in der Mikrotiterplatte durchgefuhrt (Boehringer Mannheim, 
modifiziert) . 60 bis 482 U/1 Enzym wurden in 45 mM KH2PO4 pH 6,8 
mit 0,18 g/1 Resoruf inester (2 g/1 in Dioxan + 2 % SDS 10 % H2O) 
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Extinktion E wurde nach 2 ,min 
und 82 ruin bei 572 nm gemessen. Tab. 3c' zeigt die Extinktions- 

20 differenz und die daraus berechnete Lipase-Aktivitat , die ca. 
0,05 % von der L-Pantolacton-Hydrolase-AktivitSt betragt. 

?• Inhibition und Aktivierung der gereinigten L— Pantolacton- 
Hydrolasen aus Lu681 und Lu5351 

25 

0,1 U/ml einer Phenylsepharose-Wertpeakf raktion der angereinigten 
Proteine aus Liu681 oder Lu5351 wurden 5 min mit verschiedenen 
Ef f ektorsubstanzen in 150 mM Pipes (pH 7.0) vorinkubiert . Der 
Assay wurde durch Zugabe von 150 mM L-Pantolacton gestartet (1 h 

30 30**C) und durch Zentrifugation durch eine 10 kDa-Filtermembran 
gestoppt. AnschlieSend wurden die Konzentrationen an D,L-, D-, 
xind L-Pantoinsaure durch HPLC-Analyse bestimmt. Die Tabellen 4a 
und 4b zeigen die Aktivitat im Vergleich zur Probe ohne Zusatz 
einer Ef f ektorsubstanz . Insgescmit sind die gereinigten Enzyme 

35 aus Liu681 und Lu5351 unempf indlich (> 85 % Restaktivitat ) gegen 
chelatisierende Substanzen, SH-Reagenzien, Protease-Inhibitoren, 
Detergenzien (Ausnahme: Lu5351 mit 74 %-RestaktivitcLt in 1 % SDS) 
\ind verschiedene Kationen, 

40 Eine signifikante Aktivierxing (+ 20 %) ist allenfalls mit 
HgCl2 f estzustellen (133 / 170 %) . Desweiteren wurde fiir die 
rekombinante 681-Lactonase (E. coli-Zellen, s. Bsp. 8ff.) eine 
kompetitive Hemmung durch D-Pantolacton nachgewiesen . 
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8 . Genbank+Screening: Klonierting der L-Pantolacton-Hydrolase 
aus Burkholderia caryophylli Lu681 

Genomische DNA aus Burkholderia caryophylli Lu681 wurde iso- 
5 liert (Qiagen, Hilden) , mit EcoRI verdaut und in mit EcoRI ge- 
schnittenen und dephosphorylierten pBluescriptKS+-Vektor ligiert 
(Maniatis, T. . Molecular Cloning: A laboratory manual, 1989). 
Das Ligationsgemisch wurde "gemaS Instruktion der Fa. Stratagene 
(La Jolla, Calif.) in E. coli XLlBlue transf ormiert . Die 
10 Tansformanten wurden auf LB-Platten mit Arapicillin (100 ng/ml) , 
IPTG (= isopropyl-P-thiogalactosid, 0,2 mM) und X-Gal (80 mg/1) 
ausplattiert und iiber Nacht bei 30 oder 37oc inkubiert . Die 
weiBen Kolonien wurden gepickt auf LB-Platten mit Ampicillin 
(100 Jig /ml), IPTG (0,2 mM) und X-Gal (80 mg/1) und wiederum aber 
15 Nacht inkubiert. AnschlieSend wurde durch Filterabklatsch mit 
sterilen Nitrocellulosef iltem eine Kopie dieser Masterplatte 
auf LB-Ampicillin- (100 mg/ml) IPTG-Platten angelegt . Der Filter 
wurde nach Inkubation uber Nacht auf dieser Platte (s.o.) einem 
Aktivitatstest mit 150 mM L-Pantolacton, 0,1 % Nitrazingelb und 
20 10 mM Tris/HCL pH 7 , 0 unterzogen (3 h-UN 30'»C) . Bin Klon mit Gelb- 
farbxing (XLlBlue pKS+681) wurde isoliert. 

9. Restriktionskartierung und Seguenzierung des EcoRI-Inserts 
aus E. coli XLlBlue pKS+681 

25 

Aus E. coli XLlBlue pKS+681 wurde die Plasmid-DNA gemaS 
instruktion der Fa. Qiagen (Hilden) isoliert und mit den 
Restriktionsenzymen EcoRI. BamHI, PstI und Hindlll einzeln bzw. 
im Doppelverdau geschnitten. Die fragment ierte DNA wurde durch 

30 Agarose-Gelelektrophorese im 0,8%igen Agarosegel analysiert. 
Aus den erhaltenen FragmentgrS&en result iert die in Fig. 3 
abgebildete Restriktionskarte des 7.5 kB-Insert. Es wurde voll- 
standig sequenziert (Sanger et al. 1977) und enthSlt u.a. die 
Nukleotidsequenz ID NO: 1. Die abgeleitete Aminosauresequenz 

35 (SEQ ID NO: 2) wiederum enthait die Peptide YGIEGLNNLEAL und 

AKEDANSTIEAED (SEQ ID NO: 3 und 4) , die nach tryptischem Verdau 
der gereinigten und geblotteten L-Pantolacton-Hydrolase aus 
Burkholderia caryophylli Lu681 und Agrobacterium radiobacter 
LU5351 gefunden wurden (siehe Beispiel 4 und 5). 

*° Datenbankabgleiche (Genbank, EMBL, SwissProt Stand 7.5.99. 
[Sptrerobell bzw. 5.1.99 [PIRl) der Nukleotid- und der abge- 
leiteten Aminosauresequenz ergaben lediglich eine geringe Homo- 
logie zu einer Gruppe hypothetischer Proteine und zu bestxmmten 

45 Tetracyclin-Cyclasen aus Streptomyceten (Tab. 5) . Insbesondere 
das Motiv mit der Consensus -Sequenz HTGTHVDAP ist in alien 
Proteinen hochkonserviert . Aufierdem wurde eine Homologxe von 48 % 
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(3 8% identische Aminosaiuren) zur Isatin-Hydrolase aus Pseudomonas 
putida WW2 gefunden (WO 94/09175), die ebenfalls das genannte 
Sequenzmotiv enthait. Da keine Homologie zu anderen Lactonasen, 
Esterasen oder Lipasen gefunden wurde, handelt es sich bei den 
5 gefundenen L-Pantolacton-Hydrolasen uai elne neue Klasse von 
Enzymen. Die Sequenzvergleiche lassen eine entfemt verwandte 
phylogenetische Familie vermuten, zu der auch die benannten 
hypothetischen Proteine und Tetracyclin-Cyclasen sowie die 
Isatin-Hydrolase geh5ren. 

10 

10. L-Pantolacton-Hydrolyse durch E. coli XLlBlue pKS+681 

Eine voile Impfose E. coli XLlBlue pKS+681 wurde nach Wachstum 
(UN = uber Nacht , 37°C) auf einer LB-Platte mit Ampicillin 

15 (100 M-g/nil) , IPTG (0,2 mM) und X-Gal (80 mg/1) in 0,5 ml Tris-HCl 
pH 7,0 und 50 mM D, L-Pantolacton resuspendiert (OD600 = 2,5). 
Als Vergleich diente eine entsprechende E. coli XLlBlue pBlue- 
scriptKS+-Probe <OD600 = 2,5) . Nach 1 h vmrden die Zellen ab- 
zentrifugiert und D, L-Pantolacton, D,L-, D-, und L-PantoinsSure 

20 durch HPLC-Analyse bestimmt. Tab, 6a zeigt Aktivitaten und 
ee-Werte der verschiedenen Proben. Die Suspension besaS eine 
AktivitMt von >90 U/L. In Fiassigkultur-AnsStzen (vgl. Beispiel 
12) war jedoch keine signifikante Aktivitat zu erkennen. 

25 11, Expressionsklonierung der L-Pantolacton-Hydrolase in E. coli 
XLlBlue PKK223-3 

Anhand der Nukleotidsequenz SEQ ID NO: 1 wurden die Oligo- 
nukleotide 5*- CCGGAATTCATGTGCAACAACTGC (PI) und 5 " CCCAAGCTTCA- 

30 GACCAGGGCCAGAA (P2) abgeleitet als Primer fur eine PCR-Ampli- 
fikation des L-Pantolacton-Hydrolase-Gens unter den folgenden 
Bedingungen: 20 mM Tris/HCl pH 8,8, 2 mM MgS04, 10 mM KCl, 10 mM 
(NH4)2S04 , 0,1 % Triton X~100, 0,1 mg/ml BSA, 25 mM je dNTP, 
0,96 ilg/ml pKS+681, je 2,2 Jig/ml PI und P2 , 25U/ml Pf u-Polymerase 

35 (Stratagene, LaJolla, Calif.); die PCR-Parameter waren wie folgt: 
1 min 95**C, 1 min 55**C, 2,5 min 72'*C, 30 Cyclen. Das erhaltene 
PCR-Produkt (0,8 kB) wurde mit EcoRI und Hindlll geschnitten und 
in rait EcoRI und Hindlll geschnittenen und dephosphorylierten 
pKK223-3 (Pharmacia, Freiburg) ligiert. Das Ligationsgemisch 

40 wurde in E. coli XLl Blue bzw. TGI transf ormiert (Stratagene, 
LaJolla, Calif.; DSMZ, Braunschweig, DSMZ-Nr. 6056, Inoue et al, 
1990, Gene 96:23-28). Die Tansf ormanten wurden auf LB-Amp- Plat ten 
ausplattiert xind iiber Nacht inkxibiert. Von dieser Transf ormati- 
onsplatte wurden analog zu Beispiel 8 ein Filterabklatsch und ein 

45 anschliefiender Aktivitatstest durchgefiihrt , bei welchem ca. 100 
intensiv gelbe Klone identif iziert wurden. Zehn wurden durch 
Minipr^paration und Restriktionsverdau (EcoRI-Hindlll , EcoRI- 



PCT/EPOO/10320 

WO 01/32890 

23 

«i«dIII-BainHI) der Plasmid-DNA analysiert (Maniatis, T., Mole- 
Hindlll-Bamiii; ti« nooox sie enthielten das 

cular Cloning: A labaratory manual, 1989). Sie encn 
in Fig- 4 abgebildete Plasmid pKK681. 

5 12. L-Pantolacton-Hydrolyse durch E. coll XLlBlue pKK681 

E coli XLlBlue pKK681 wurde in 30 ml LB-Medium mit Ampicillin 

« r, n =^ n ml A dest . versetzt und 3 h mkutneri:. 
XS TerJlil'L^den 2 ^ der Suspension mi. 300 mM 

«^ Tris PH 6,8 ad 20 ml Aqua dest. versetzt und unter . 
Tit^tlon m!t 4 M NaOH auf pH 6.8 3 h in3cubiert. Nach 1 h und 
rrr. wu^den -.en entno^en^ die Zellen 

^^"^denen Proven. Die uber-Nacht-KuJ^tur (Ix konzentr.ert) 
besitzt somit eine Aktivitat von 90 bxs 150 U/1. 

Bei induction von E. coli XLlBlue pKK681 in der f-^" 
25 exponent iellen Wachstumsphase (OD600 = 0.6. . 0.5 mM IPTG) 
besltzen die entsprecbenden Zellen nach 5 h Inlcubatxon be. 
37-C tn der spatexponentiellen Phase (OD600 = 4,1) exne 
Aktivitat von ca- 480 U/1. 
30 13 . Expressionsklonierung der L-Pantolacton-Hydrolase in 
E. coli TGI pDHE19 

" ^^^^^^ ^^^^ 

fxkation des L 3,8, 2 mM MgSO*, 10 mM KCl, 

TZTso' Tl % TrTton X-100. 0,1 mg/ml BSA, 25 mM je 6^F, 
10 mM (NH4)2S04 0 1 % Tr ^^^^^ Pf^-Polymerase 

0.96 ^ig/ml aie PCR-Parameter waren wie folgt: 

" i'™r\"in 55%, 2 5 m^^^ 72»C. 30 Cyclen. Das erhaltene 
PCr-ProduKt (0 8 IcB) wurde mit Ndel und Hindlll ^^^^^^^ 
In mIt Ndel und Hindlll geschnittenen und dephosphorylxerten 
oDHE^g^Prof Mattes. Stuttgart) ligiert. Das Ligatxonsgemxsch 
PDHE19 (Pro£. Ma transformiert (Stratagene. 

" "ZlllT calif SL ™chweig, DSMZ-Nr. 6056. Inoue et al. 
5:^90 Gene 96:2^-28) . Die Trans formant en wurden auf LB-Ampx- 
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cillin-Platten ausplattiert und uber Nacht inkubiert. Von dieser 
Trsuisformationsplatte wurden analog zu Beispiel 8 ein Filte- 
rabklatsch auf LB-Ampicillin- (100 jig/ml) Rliamnose- { 2 g/1) Flatten 
(LB = Luria Broth) und ein anschliefiender Aktivitatstest durch- 
5 gefahrt, bei welchem ca. 100 intensiv gelbe Klone identif iziert 
wurden. Zehn wurden durch MiniprSparation und Restriktionsverdau 
(Ndel-Hindlll, Ndel-Hindlll-BamHI) sowie Sequenz analyse der 
Plasmid-DNA analysiert (Maniatis, T., Molecular Cloning: 
A labaratory manual, 1989) . Sie enthielten das in Fig. 5 
10 abgebildete Plasmid pDHE681. 

14. L-Pantolacton-Hydrolyse durch E. coli TGI pDHE681 

E. coli TGI pDHE681 wurde in 14 1 Minimalmedium mit 40 g/1 
15 Glycerin und 2,5 g/1 Rhamnose 6 bis 7 h bei 37*^0 angezogen, 
geerntet und in Tris/HCl-Puf f er (50 itiM, pH 7,0) gewaschen 
und. ad 1,4 1 Puffer resuspendiert . Die Aktivitat der einfach 
konzentrierten Zellsuspension betrug im Standardassay (150 mM 
Pipes pH 7,0, 150 mM L-Pantolacton, 1 h 30°C) 680 bis 2700 U/1 
20 bzw. 60 bis 160 g/BTM. 

10 ml der lOfach konzentrierten Suspension wurden mit 50 mM 

D, L-Pantolacton in 50 mM Tris/HCl pH 7 , 0 ( Ansatzvolumen 20 ml) 
bei 30**C unter Titration mit 4 M NaOH auf pH 7,0 inkubiert. Nach 
0,4 h und 3 h wurden der Umsatz und der ee-Wert durch HPLC- 

25 Analyse bestimmt (0,4 h: c = 48 %, ee = 92 %; 3 h: c = 58 

ee = 72 % bzgl. L-Pantoinsaure ) . Dies entspricht D-Pantolacton 
mit ee-Werten von 84 % bzw. 100 %. . 

15. Herstellung von D-Pantolacton durch Hydrolyse mit E. coli 
30 TGI PDHE681 

3 g D, L-Pantolacton wurden in 10 ml H2O gelost und mit 4 M NaOH 
auf pH 6,5 titriert- Nach Zugabe von 5 bis 10 ml Zellsuspension 

E. coli TGI PDHE681 (Beispiel 14) und Auffullen ad 20 ml mit H2O 
35 wurde die Reaktion bei 3 0''C unter Titration auf pH 6,8 15 bis 

22 h inkubiert. Wahlweise wurden nochmals 0 bis 2 ml Zell- 
suspension zugesetzt und weitere 3 h inkubiert bzw. 3 x 5 ml 
Zellsuspension zugesetzt und weitere 90 h inkubiert. Figur 6 
zeigt den Verlauf anhand des NaOH-Verbrauches . Je nach Umsatz und 

40 Inkubationszeit wurden ee-Werte fiir D-Pantolacton von 71 bis 97 % 
erzielt. Anschlie&end wurden die Zellen aus den 22 ml-Ans^tzen 
abzentrifugiert \ind mit 5 ml 50 mM Tris-HCl pH 7,0 gewaschen und 
die Uberstande vereinigt (20 bis 25 ml) und 3x mit einem Volximen 
Ethylacetat extrahiert . Die organische Phase wurde nach Zugaibe 

45 von 10 g Na2S04 (wasserfrei) 1 h bei Raxamtemperatur getrocknet. 
Der Niederschlag wurde abfiltriert, Ix mit Ethylacetat gewaschen 
und das Filtrat 3 h bei 40**C einrotiert. Der viskose Rtickstand 
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wurde ausgewogen und durch HPLC, GC, GC-MS sowie H-NMR analysiert 
(Tab. 7) . Er enthielt reines D-Pantolacton (ee 71 bis 87 % nach 
50 bis 52 % Umsatz) . 

5 Die waSrige Phase (21 ml; Na-L-Pantoat) wurde itiit ca. 5 ml 3 M 
H2SO4 auf pH 1 gestellt, 15 min bei SO^'C erhitzt und mit 8 g 
wasserfreiem Na2S04 versetzt. Das erhaltene L-Pantolacton wurde 
analog 3x mit einem Volximen Ethylacetat extrahiert, mit Na2S04 
getrocknet und einrotiert. Zur Ruckfiihrung in die Hydrolyse kann 
10 die L-Pantolacton-Schmelze durch Erhitzen nach NaOH-Zugabe in 
Gegenwart von geringen Mengen Na-L-Pantoat racemisiert werden 
(3 h 180^0 • 

16. Herstellung von D-Pantolacton durch Hydrolyse mit L-Panto- 
15 lacton-Hydrolase aus E. coli-Stammen 

L-Pantolacton-Hydrolase wurde direkt aus Fermenterbriihe von 
E- coli (TGI pDHE681 bzw. bevorzungt Stamme, die Chaperone wie 
z.B. GroEL co-exprimieren) durch Zellauf schluS (2 x 1000 bar im 

20 Microf luidizer) , Zelltrummerabtrennung (20 min 9000 g bei lO'^C) , 
10-fache Konzentration iiber eine Cross-Flow-Filtration (Hamoflow 
F60, Fresenius, Membran mit Ausschlufi von ca. 10 kDa) und Hitze- 
fallung (20 min 60''C, 20 min RT-10*^C, Zentrifugation) gewonnen 
und auf eine spezifische Aktivit^t von ca. 3000 U/g Protein 

25 angereichert . Dieses 10 x Homogenat besaS eine Aktivitat von 
63-100000 U/1 und eine Proteinkonzentration von 20-30 g/1. 

Die Racematspaltungen von 2,3 M D, L-Pantolacton (30 %w/v) mit 
hitzegefalltem Homogenat (16000 U/1, 6 g/1 Protein) wurden bei 

30 30°C unter Titration mit 4 bis 10 M NaOH (pH7,5) mit leichter 
Pufferung (6 bis 20 mM NaHCOa) im 0,75 bis 1,0 1 batch-Ansatz 
durchgef iihrt . Nach Inkxibation uber Nacht wurde das Enzym durch 
Cross-Flow-Filtration (Hamoflow F40, Fresenius, Membran mit 
Ausschlufi von ca. 10 kDa) des Ansatzes von der Produkt-haltigen 

35 Losung getrennt, 1 bis 2 x mit VE-Wasser gewaschen xind 

konzentriert . AnschlieSend wurde das Enzym erneut unter den 
obigen Bedingungen eingesetzt. Der Standzeitversuch zeigte eine 
Verdopplung der fur einen ee-Wert von >90 % (D-PL) notwendigen 
Verweilzeit von 12 auf 24 h nach 6 d (Figur 7). Die Aktivitats- 

40 verluste sollten sich durch VerT^yendung groSerer Volumina (z.B. 
10-1-Ansatz fur die F40-Kartusche) reduzieren lassen. 

Die Aufarbeitung von Racematspaltungsansatzen mit Homogenat 
(50,8 % Umsatz, 92,5% ee) erfolgte durch Extraktion mit 5x1 
45 Vol. MTBE. Es wurden 43 % D-Pantolacton mit 91,4 % ee und 98,2 % 

Reinheit (GCint.st.; bezogen auf 100 % Racemat) . Nach Erhitzen 
(eS'^C/lS min) mit Schwef elsaure (konz., 25 ml) und abermaliger 
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Extraktion mit MTBE (5 x1 Vol) wurden 53. % L-Pantolacton mit 
62,3 % ee und 98,2 % Reinheit (GCint.st.) erhalten. Verxin- 
reinigungen durch Protein oder DNA waren mit Standardverf ahren 
nicht erkennbar . 

5 

* NaOH-Daten vom 6. Tag nicht verfugbar. 50,4 % Umsatz, 89,8 % ee 
bei 1390 min (23,17 h) . 

Proben vom 7. Tag nicht verftigbar, daher keine analytischen Daten 

10 

17 . Herstellung von D-Pantolacton durch Hydrolyse iriit immobili- 
sierter L-Pantolacton-Hydrolase 



L-Pantolacton-Hydrolase wurde wie in Beispiel 16 isoliert und an 
15 verschiedene Tragermaterialien wie das kommerziell erhSltliche 
EupergitC (Rohm GmbH, Darmstadt) oder.Deloxan DAPIII (Degussa, 
Frankfurt ) gebunden . 

EupergitC 

20 

Eupergit ist ein durch Epoxidgruppen aktiviertes Tragermaterial . 
Das Protein wird dadurch hauptsachlich an Aminogruppen kovalent 
f ixiert • 

25 Homogehat wurde zunachst durch Hitzebehandlung einer Fallung" 
unterzogen. 1,11 Homogenat wurden zu Mengen von je 550 ml fiir 
30 Minuten bei 60**C inkubiert und dann f-Qr 20 Minuteri auf Eis zur 
Abkiihlung gestellt. Diese L6sung wurde zentrif ugiert (1 Stunde 
8000 U/min GS3 Rotor) , um denaturiertes Protein abzutrennen. Der 

30 Uberstand wurde dann auf einer Hamoflow F40 Kartusche konzen- 

triert und in einen 20 mM HEPES-Puf f er , pH 7,5, umgepuffert. Die 
Menge Protein pro g Eupergit kann frei gewahlt werden. In dem 
folgenden Beispiel wurden 7,2 g Protein in 270 ml Puffer mit 
30 ml IM Kaliximphosphatpuf f er pH 7,0 verdtinnt und mit 17,5 g 

35 festem NaCl eingesalzt. Die hohe Salzmenge fordert die Bindung 
des Proteins an den Trager . Der pH wurde auf genau pH 6,8 ein- 
gestellt und zu dieser L5sung wurden dann 15 g trockenes Eupergit 
gegeben. Die Ldsung wurde fiir 17 Stunden bei Raumtemperatur 
bewegt. Das Reaktionsgemisch wurde dann auf einer Glasnutsche 

40 abgesaugt und der Trager mit Wasser gewaschen. Das feuchte 

Material wog ca, 60 g. Die Aufbewahrimg erfolgte in einem 10 mM 
Phosphatpuf f er , pH 7,5. 



45 
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S Schiffschen Base .ktiviert ^ «i"™sr einer 

"sung abbLtet Di!! f ° ^">S=™ vc„ Tr^^^ Tr''.'"'"* 

se.^„, ^r'™::^:^f vL^r""--'-^ Ba"rs~>'^-^ 

-"^--o.b.d.id. 
P.rgi.c. -e bei de. z™.obXUsie^g ^. 

20 Aktivierung; 

140 g Deloxan DAPItt w. 

^^^^i:=-ttJ^^ ^^^^ ^: 

resuspendiert. " ^ ^ ''^^^^""'Phosphatpuf fer (pH 7 

de„ aktivierten Tracer fS^Ts" „^''"^- ^-^""^ "urL „it 

35 getrennt:. Der TrSger v^^df^^J Slasnutsche von, Traoer 

"urde wieder mit Wasser sawaach^^ "aduktion) . Die andare HaUte 
4. rf r- ^egeben. ""^ <tan in 0. 1 « Hatri,^rat- 

" Reduction du.=b Natri^borhydrid, 

Z» <3em in 80 ml Boratpuffer ~ 

Natri^borhydrid To .11^^'^^ "urden 0.4 g 

Boratpuff«: gewasohen. Da^ch ^d.^^°*"'"= «" «a 

- -n in .0 ™ pC;i\- ::tjg:::i^.-^^^ 
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zu 
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Racematspaltung 

Zur Racematspaltung von 2,3 M D, L-Paritolacton (30 % w/v) mit 
Iinmobilisat:en wurden dlese unter Titration mit 10 M NaOH (pH 7,5) 
5 in 10 inM NaHCOs in 40~ml-Ansatzen bei SO'^C geriihrt, bis der 
ee-Wert fur D-Pantolacton bei ca. 90 % lag (25 bis 60 h) - Der 
Biokatalysator wurde nach jedem Batch durch Filtration (Absaugen 
des Reaktionsansatzes durch einen HPLC-Laufmittel-Filter) vom 
Produkt getrennt und ggf . 3 x Waschen (VE-Wasser) zuruckgewonnen. 
10 Die nachf olgenden Abbildungen zeigen die NaOH-Kurven der Stand- 
zeit-Versuche im geriihrten Ansatz. 
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Tab. 3a Substratspezif itat der L-Pantolacton-Hydrolase aus Lu681 



5 



25 



Subs t rat 


Konzen- 
tration <inM) 




S-Pantolacton 


150 


+ + 


D-Pantolacton 


150 




Y-Butyrolacton 


150 


+ 


Y^Valerolacton 


150 


+ 


d-Valerolacton 


50 


+ 


8-Caprolacton 


150 


+ + 


{ +/~ ) 6-Decanolacton 


15 


— 


6-Nonalacton 


75 


+ 


(■*-) -Ethyl-D-lactat 


150 




(-) -Ethyl-L-lactat 


150 


+ + 


D- Ga lac tono -y ~ ^ ^ one 


150 




L-Galactono-y- lac tone 


150 




L- ( + ) -Gulono-y-lacton 


150 


+ 


D- ( - ) -Gulono-y-lacton 


150 




1, 2-0-DilaurYl-rac-"glycero-3-glutar- 
sSure-resoruf inester 


0,25 


( + ) 


5 - Hydroxy- 2 - cuitiar anon 


2,5 


+ 


a-Naphthylacetat 


2,5 


( + ) 


Isatin 


10 


+ 



> 50 U/1 

> 5 U/1 

> 0,5 U/1 
< 0,5 U/1 
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Tab. 3b Substratspezifitat der L-Pantolacton-Hydrolase aus Lu5351 




+ : 
( + ) 



> 50 U/1 

> 5 U/1 

> 0.5 U/1 
< 0,5 U/1 



35 Tab. 3c ^^^--^Jivitat der gereinigten L-Pantolacton-Hydrolase 



40 



45 



L-PL-Aktivitat tU/1] 


AE 
(X,=572) 


Lipase-Aktivitat 
[U/1] 


Aktivitat 
[%] 


481,82 


0,50 


0,19 


0, 04 


240,91 


0,40 


0,15 


0,06 


120,45 


0,18 


0,07 


0,05 


60,23 


0,05 


0, 02 


0,03 
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Tab. 4a Effekte verschiedener Sxxbstanzzusatze auf die AktivitcLt 
der L-Pantolacton-Hydrolase von Burkholderia caryophylli 
Lu681 im Standardassay 

5 





Subs^anz 


Konzentra^lon [xbM] 


Rela1:iye A]ct:lvlt&t: 




kein Zusatz 


— 


100% 




EDTA 


1 


97% 


10 


Citronensaure pH 6 , 4 


30 


97% 




o - Phenanthr ol in 


1 


95% 




HgCl2 


1 


133% 




pCMBS 


1 


108% 


15 


DTT 


1 


99% 




PMSF 


1 


113% 




DIFP 


1 


115% 




Pepstatin 


1 


117% 


20 


H2O2 


1% 


95% 


KCN 


1 


102% 




KCl 


1 


99% 




NH4CI 


1 


100% 




MgCl2 


1 


99% 


25 


CaCla 


1 


101% 




MnCl2 


1 


100% 




C0CI2 


1 


97% 




FeCl2 


1 


104% 


30 


NiCl2 


1 


96% 




ZnCl2 


1 


113% 




SDS 


1% 


102% 




CHAPS 


0,1% 


104% 


35 


Triton 


0,1% 


104% 


Isopropanol 


10% 


93% 




Acetonitril 


10% 


119% 




MeOH 


10% 


100% 



40 



45 



wo 01/32890 




PCT/EPOO/10320 



Tab. 4b Effekte verschiedener Substanzzusatze auf die Aktivitat 

der L-Pantolacton-Hydrolase von Agrobacterium radiobacter 
Lu5351 im Standardassay 



5 



10 



20 



Sxabsfcanz 


Konzentratlon [nM] 


Relative Alctlvit&t 


kein Zusatz 


- 


100% 


EDTA 


1 


97% 


DIFP 


1 


92% 


CHAPS 


0,1% 


100% 


SDS 


1% 


74% 


pCMBS 


1 


112% 


DTT 


1 


106% 


HgCl2 


1 


170% 


Feci 2 


1 


108% 


ZnCl2 


1 


99% 


MgCl2 


1 


114% 


CaCla 


1 


105% 



pCMBS = p-Chlormercurbiphenylsulf onsSLure 

DTT = Dithiothreitol 

SDS = Sodiumdodecylsulf at 

EDTA = Ethylendiamintetraessigsaure 

DIFP = Diisopropylf luorophosphat 

CHAPS = { [ 3 -Cholamidoprbpyl] -dimethylammonio) - 1-propane- 
sulf onate 
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45 
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Tab. 7a 



5 



10 



Auf arbeitiing D— Pantolacton 




Ausbeute gesamt: 


69;00 % 


Reinheit (GC-MS) 


> 98, 00 % 


Reinheit (H-NMR) 


> 95,00 % 


Wassergehalt 


< 0,40 % 


Tab . 7b 


Aufarbeitung L~Pantolacton 




Ausbeute gesaimt 


85,00 % 


Reinheit (GC-MS)* 


> 95 , 00 % 


Reinheit (H-NMR) 


> 97,00 % 


Wa s s e r geha 1 1 


< 0,40 % 
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Patentanspriiche 
1. 

Gruppe : 
a) 



itanspriiche 

, Ale fiir ein Polypeptid mit 
L-Pancolacton-HydroLseaktivit 



dargestellten Sequenz, 



15 c) 



20 



25 2. 
3. 

30 

4. 

35 5. 
6. 

40 



171 Ho„oXo,ie au. «^os^r.e^^^^--^^^^ 
die enzymatxsche WirKung 
reduziert ist 

....o»eXX. ..ivaX..e a„ - ^ — 

Sequetizen. 

. codiert durch eine Nukleinsauresequenz 
ftiainosauresequenz codiert 
gemSiB Anspruch 1. 

2 codiert durch die xn 

rr«rra:^:rexxr.:::e/;. 

• e Nukleinsauresequenz 

Oder ein NulcleinsSurekonscrukt g ^^^^ 

, „,K.oor.anisnus -^'«^T*^St::rs%tn°«riei^^^^ 

se^enz 4 cder einen veCor ,e«« 

iconstrukt gemaS Anspruc 

Anspruch 5 . 



45 
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7. Mikroorganismus nach Anspruch 6, dadurch. gekennzeichnet , 
daS es sich bei dem Mikroorgsuilsmus urn ein gram- negatives 
Bakteriiiin handelt. 

5 8 . Mikroorganismus nach Anspruch 6 oder 7 , dadurch gekenn- 
zeichnet/ daS es sich bei dem Mikroorganismus um ein 
Bakterium aus der Gruppe der a-Proteobacterien, P-Proteo- 
bacterien oder y-Proteobacterien handelt. 

10 9. Mikroorganismus nach den Anspruchen 6 bis 8, dadurch 

gekennzeichnet , daE es sich bei dem Mikroorganismus vm ein 
Bakterium aus der Familie der Enterobacteriaceae, Pseudo- 
monadaceae oder Rhizobiaceae handelt. 

15 10- Mikroorganismus nach den Anspruchen 6 bis 9, dadurch 

gekennzeichnet , daS es sich bei dem Mikroorganismus um 
ein Bakterium der Gattungen Agrobacterium, Pseudomonas, 
Burkholderia, Salmonella oder Escherichia handelt. 

20 11. L-Pantolacton-Hydrolase, gekennzeichnet durch die folgenden 
Eigenschaf ten : 

a) Umsetzung von L-Pantolacton zur entsprechenden SSure, 

25 b) pH-Stabilitat : L-Pantolacton-Hydrolase ist stabil ih 

einem pH-Bereich von 4 bis 10 

c) pH-Optimxim: 1,2 bis 7,6 

30 d) Temper a tur optimum: ca. 70*^0 bis 75**C 

e) keine Hemm\ing der Aktivitat durch EDTA 

12. Verfahren zur Herstellung von D-Pantolacton, dadurch 
35 gekennzeichnet, daS das Verfahren folgende Reaktionsschritte 

umf ai^t : 

a) Umsetzung racemischen Pantolactons in Gegenwart einer 
L-Pantolacton-Hydrolase gemaS Anspruch 11 oder einer 
40 L-Pantolacton-Hydrolase mit einer Aminosauresequenz gemaS 

Anspruch 2 oder einem Mikroorganismus gemMl^ Anspruch 6 
zu D-Pantolacton und L-PantoinsSure 



b) Abtrennung des D-Pauitolactons . 

45 
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13 verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet . daS 
■ die unter Reaktionsschritt (b) erhaltene L-Pantoinsaure 
racemisiert und in Reaktionsschritt (a) rackgefiihrt wxrd. 

5 14 verfahren nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet 

daE die Umsetzung des racemischen Pantolactons -^-^^-"^^ 
einer iramobilisierten L-Pantolacton-Hydrolase gemaS Anspruch 
11 Oder einer inonobilisierten L-Pantolactonhydrolase mxt ■ 
einer Aminosauresequenz gemaS Anspruch 2 durchgef^ihrt wxrd. 

verfahren nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet 
dafi die Umsetzung des racemischen Pantolactons xn Gegenwart 
eines wachsenden, ruhenden oder auf geschlossenen Mxkro- 
organismus gemaS Anspruch 6 durchgefiihrt wird. 

verfahren nach Anspruch 12 oder 15, dadurch gekennzeichnet, 
daS der Mikroorganismus immobilisiert ist. 

verfahren nach den Ansprachen 12 bis 16, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS das verfahren in wafiriger Reaktxonslosung be:L 
einem pH zwischen 4 bis 12 durchgefuhrt wird. 

18. verfahren nach den Anspruchen 12 bis 17, dadurch ^^kenn- 

zeichnet, daS das Verfahren bei einer Temperatur zwxschen 0 C 
25 bis 95*0 durchgefUhrt wird. 

verfahren nach Anspruch 12 oder 13. dadurch gekennzeichnet, 
daS das D-Pantolacton aber Extraktion abgetrennt wird. 

30 20. verfahren nach den Anspriichen 12 bis 18, '^^^^l^'^ ^^ll^^-l^J"- 
net, daS das D-Pantolacton eine optische Rexnhext von mxnde 
stens 90 % ee besitzt. 
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FIG. IB 




100 



Temperatur TC (=T/°C) 

♦ 5351 (-Blank) 
^ Blank 
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FIG.2B 
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FIG.3 
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FIG.4 
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FIG.5 
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FIG.6 
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FIG.7 
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FIG.8 
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FIG.9 
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SEQUENZPROTOKOIiL 



<211> 810 
<212> DNA 

<213> Burkliolderia caryophylli 



<220> 
<221> CDS 
<222> (1)..(810) 
<223> Lu681 



<400> 1 

atg tgc aac aac tgc gtg ate gag aac gta aaa aag aac atg ctt tea 48 
Met Cys Asn Asn Cys Val He Glu Asn Val Lys Lys Asn Met Leu Ser 
1 5 10 . 15 

egg cgc ctg ctg ttc aag ggc get geg gea ggt ttg acg gee atg aeg 96 
Arg Arg Leu Leu Phe Lys Gly Ala Ala Ala Gly Leu Thr Ala Met Thr 
20 25 30 

gca ggc agt ctg get tec ccg geg ctt geg caa teg eee egg eag gtc 144 
Ala Gly Ser Leu Ala Ser Pro Ala Leu Ala Gin Ser Pro Arg Gin Val 
35 40 45 



gtt gat etc act cac aec tat gat tee gca ttt cec ace ttc gat ggc 
val ASP Leu Thr His Thr Tyr Asp Ser Ala Phe Pro Thr Phe Asp Gly 
50 55 60 

aaa ccg ggc ata gaa tat gag tgg gea geg eag ate gee aaa gac ggc 
Lys Pro Gly He Glu Tyr Glu Trp Ala Ala Gin He Ala Lys Asp Gly 
65 70 75 80 

tat eag etc cgc aaa etc aec ate tac gaa cat ace ggc ace cat ate 
Tvr Gin Leu Arg Lys Leu Thr He Tyr Glu His Thr Gly Thr His He 

85 90 95 

gat geg ect ttc cac ttc age gee gat ggc geg age gtc gac caa ctg 
ASP Ala Pro Phe His Phe Ser Ala Asp Gly Ala Ser Val Asp Gin Leu 
100 105 110 

gag ccg eag aaa ctt gtc get ccg ctt gtc ate gtc gac ate ace gag 
Glu Pro Gin Lys Leu Val Ala Pro Leu Val He Val Asp He Thr Glu 
115 120 125 

cgc gee aaa gag gat gee aat tec ace att gaa gee gaa gac ate gag 
Arg Ala Lys Glu Asp Ala Asn Ser Thr He Glu Ala Glu Asp He Glu 
130 135 "0 

cgc tgg ata tct geg aat ggc gac ate ccg aca ggt gca ate gtg get 
Arc Trp He Ser Ala Asn Gly Asp He Pro Thr Gly Ala He Val Ala 
145 150 155 160 



192 



240 



288 



336 



384 



432 



480 
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2 

tta cgc tec gga tgg gca acc aaa gtg aag agt ccc tea ttc cge aat 528 
Leu Arg Ser Gly Trp Ala Tlir Lys Val Lys Ser Pro Ser Phe Arg Asn 

165 170 175 

gac gaa gcc gga caa ttc gee ttc ccc ggt ttc ggc aaa teg gcg acc 576 
Asp Glu Ala Gly Gin Phe Ala Phe Pro Gly Phe Gly Lys Ser Ala Thr 
180 185 190 

gac ctt ctg ctg aag etc gac acc gtc gcc att ggc gtc gac aca ctt 624 
Asp Leu Leu Leu Lys Leu Asp Tlir Val Ala lie Gly Val Asp Thr Leu 
195 200 205 

tct ctg gat ccg ggc aac tec gca gat ttc gcg gtt cae aat tec tgg 672 
Ser Leu Asp Pro Gly Asn Ser Ala Asp Phe Ala Val His Asn Ser Trp 
210 215 220 

ctg cca gca gga cge tac ggt ate gaa gga ctg aac aac etc gag get 720 
Leu Pro Ala Gly Arg Tyr Gly lie Glu Gly Leu Asn Asn Leu Glu Ala 
225 230 235 . 240 

ctg ccg gtc aag gga gcg ace at a ate gtc ggc gcg ccg gca cae cge 7 68 
Leu Pro Val Lys Gly Ala Thr lie lie Val Gly Ala Pro Ala His Arg 

245 250 255 

ggc gga aeg ggc ggc cca gee egt att ctg gcc ctg gtc tga 810 
Gly Gly Thr Gly Gly Pro Ala Arg lie Leu Ala Leu Val 

260 265 270 



<210> 2 
<211> 269 
<212> PRT 

<213> Burkholderia caryophylli 
<400> 2 

Met Cys Asn Asn Cys Val lie Glu Asn Val Lys Lys Asn Met Leu Ser 
15 10 15 

Arg Arg Leu Leu Phe Lys Gly Ala Ala Ala Gly Leu Thr Ala Met Thr 
20 25 30 

Ala Gly Ser Leu Ala Ser Pro Ala Leu Ala Gin Ser Pro Arg Gin Val 
35 40 45 

Val Asp Leu Thr His Thr Tyr Asp Ser Ala Phe Pro Thr Phe Asp Gly 
50 55 60 

Lys Pro Gly lie Glu Tyr Glu Trp Ala Ala Gin lie Ala Lys Asp Gly 
65 70 75 80 



Tyr Gin Leu Arg Lys Leu Thr lie Tyr Glu His Thr Gly Thr His lie 



m 
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8S 

^ ^ ... H.S S.. ^. «P V,X ^ OU. ^ 

100 -^^ 

r Ala pro Leu Val He Val Asp He Thr Glu 

Glu pro. Gin Lys Leu Val Ala Pro i.e 

115 

Ala Asn Ser Thr He Glu Ala Glu Asp He Glu 
Arg Ala Lys Glu Asp Ala Asn s> 

130 

S« Ma «P «c O.v .1. Va. «a 

145 

„ 1 T„c: «;f.r Pro Ser Phe Arg Asn 
I.au Arg Ser Gly Trp Ala Thr Lys Val Lys Ser 
165 ^ 

^ ... ..a ... CXn P.e ..a Phe =1. - O.. .V. Se. M. 
^^^/l.V.:.u^X^-XXaX.e..vVa.--- 

. P,o Gly Mn ser Ala Asp Phe iaa v.l His Asn Ser Trp 

ser Leu Asp Pro Gly Asn 

210 215 

^1 Ti« rlu Glv Leu Asn Asn Leu Glu Ala 
Leu pro Ala Gly Arg Tyr Gly He Glu Gly L^^ ^40 

225 

_ pro vax .vs OX. Ala .Kr X.. XXe vaX OX. AX. Pro AX. His Ar, 

245 

OXV oxy Thr OX. OX. Pro AXa Ar, XXe .e« AXa .eu V.X 

260 



<210> 3 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Burkholderia caryophylli 



'Tt^°;x^ IX. OXU OX. «u Asn AS„ I- Olu Ala Leu 



X 5 



<210> 4 
<211> 13 

<212> PRT ^. 
<213> BurWiolderia caryophylli 
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<400> 4 

Ala Lys Glu Asp Ala Asn Ser Thr lie Glu Ala Glu Asp 
15 10 



<210> 5 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Burkholderia caryophylli 
<400> 5 

Tyr Leu Gly lie Glu Gly Leu Asn Asn Leu Glu Ala Leu 
1 5 10 



<210> 6 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Burkholderia caryophylli 



<400> 6 

Ala Lys Glu Asp Ala Val Ser Thr lie Glu 
15 10 
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